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Hook-Proteine spielen eine wichtige Rolle im intrazellulären Transport. Sie binden n-terminal Mikrotubu-
li, haben eine coiled-coil-Domäne und binden c-terminal Organellen. Da aus humanen Hirnschnitten eine
Kolokalisation mit den bei Alzheimerscher Erkrankung auftretenden neurofibrillären Tangles bekannt war,
erscheint eine weitere Untersuchung der Expression und Lokalisation von Hook-Proteinen im zentralen Ner-
vensystem interessant. Hierzu wurde die Expression der humanen Hook-Proteine mittels real-time RT-PCR
quantifiziert und die Lokalisation der Hook-Proteine in verschiedenen transgenen Mausmodellen der Tauo-
pathie mittels Immunhistochemie dargestellt. Außerdem wurde die cDNA der Hook-Proteine mittels PCR




AcLDL acetyliertes low density lipoprotein
AD Alzheimersche Erkrankung
APP, AβPP Amyloid-Precursor-Protein
boss bride of the sevenless transmembrane protein;
juxtakriner Botenstoff bei der Differenzierung von Drosophila
BACE1 β-amyloid cleaving enzyme, β-APP-spaltendes Enzym
bp Basenpaare







EOAD early onset Alzheimer’s Disease; familiär gehäufte, meist mit Mutationen verbundene,
bereits früh im Leben (ab 4. Lebensjahrzent) auftretende Form der Alzheimerschen
Erkrankung
FTDP frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus
GFAP saures Gliafaserprotein, Astrozytenmarker
GSK Glykogensynthasekinase
hHk1,2,3 Humanes Hook-Protein 1,2,3
HeLa Zervixkarzinomzellkulturlinie der Patientin Henrietta Lacks
HPRT1 Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1
IBA1 ionisiertes Kalzium-bindendes Adapterprotein-1, Mikrogliamarker
LOAD late onset Alzheimer’s Disease; die häufigste Form der Alzheimerschen Erkrankung
mit einem im Alter ansteigenden Erkrankungsrisiko
HIV human immunodeficiency virus
MAP Mikrotubuli-assoziiertes Protein
MMSE Mini mental state examination, Test zur Erfassung kognitiver Defizite
MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure
MTOC Mikrotubuli-organisierendes Zentrum
MVB multivesicular bodies; späte Endosomen
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(q)PCR (quantitative) Polymerase-Ketten-Reaktion
RT-PCR reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion
SRA Scavenger Rezeptor A
(M)SUT-2 (mammalian) suppressor of τ
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1 Einleitung
1.1 Die Alzheimersche Erkrankung
Die Alzheimersche Erkrankung ist von Emil Kraepelin nach Alois Alzheimer benannt, der die Symptome
1907 auf dem „37. Kongress süddeutscher Irrenärzte“ erstmals an einer 51-jährigen Patientin beschrieb
(Hippius and Müller, 2008).
1.1.1 Dementielles Syndrom und Alzheimersche Erkrankung.
Die Alzheimersche Erkrankung (AD), auch Morbus Alzheimer oder Dementia Senilis genannt, ist die häu-
figste Ursache einer Demenz. Als Demenz bezeichnet man den progredienten Verlust kognitiver Fähigkeiten.
Demenzen werden in primäre und sekundäre Demenzen eingeteilt. Die primären Demenzen wiederum in
primär neurodegenerative Demenzen (v.A. Alzheimer-Demenz, Frontotemporale Demenz, Lewy-Köperchen-
Demenz, Parkinson-Demenz) sowie primär vaskuläre Demenzen (Mikro- und Makroangiopatien, Multiin-
farktdemenzen). Als sekundäre Demenzen bezeichnet man Demenzen, denen eine andere Grunderkrankung
zugrunde liegt. Diese können unterschiedlicher Genese sein: toxisch (Wernicke-Korsakoff-Erkrankung bei
chronischem Alkoholismus), metabolisch (z.B. Vit-B12-Mangel), infektiös (z.B. HIV) oder durch raumfor-
dernde Prozesse verursacht (Tumoren, chronisches subdurales Hamätom)(Hagg-Grün, 2008).
1.1.2 Die Alzheimersche Erkrankung ist eine neurodegenerative Erkrankung.
Die Alzheimersche Erkrankung zählt zu den neurodegenerativen Erkrankungen. Sie tritt meist sporadisch,
seltener familiär gehäuft auf. Bei den sporadisch auftretenden Erkrankungen tritt die Erkrankung meist
in höherem Alter auf (late onset Alzheimer’s disease; LOAD). Tritt die Alzheimer’sche Erkrankung be-
reits früh im Leben eines Betroffenen auf (EOAD, early onset Alzheimer’s disease), ist dies oft mit einer
genetischen Mutation verbunden. Die Alzheimersche Erkrankung ist durch einen Verlust von Neuronen
gekennzeichnet (Jellinger, 2005). Im Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen sind entweder spezifische
Neuronenpopulationen und Kerngebiete (Substantia nigra bei Morbus Parkison, Nucl. Subthalamicus bei
Corea Huntington) oder der gesamte Kortex (AD) betroffen.
Vielen neurodegenerativen Erkrankungen ist die Ablagerung von aggregierten Proteinen gemein. Daher las-
sen sie sich somit sowohl nach molekularbiologischen Gesichtspunkten, sowie nach den betroffenen Arealen
bzw. funktionellen Systemen und den daraus resultierenden Symptomen einteilen (Kap. 1.1.6, Tab. 1.1).
1.1.3 Krankheitsverlauf
Die Alzheimerschen Erkrankungen zeigt oft einen sehr schleichenden Beginn, meist zwischen dem 50. und
75. Lebensjahr. Zunächst ist das Kurzzeitgedächtnis betroffen. Es fällt Erkrankten schwer, sich an kürzlich
vollzogene Handlungen zu erinnern; z.B. vergessen sie den Inhalt eines Gesprächs bereits wenige Minu-
ten nachdem sie es geführt haben. Diese kleinen Störungen bleiben jedoch oft in der Anfangsphase der
Erkrankung von Betroffenen und Angehörigen unerkannt, da sie noch keine Beeinträchtigung im Alltag
darstellen. Sie können jedoch in spezifischen neurobiologischen Leistungstests bereits nachgewiesen werden.
Auch Wortfindungsstörungen kommen bereits früh vor. Man nennt dieses Stadium auch das Stadium der
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milden kognitiven Einschränkung (engl. „mild cognitive impairment“ kurz MCI). Auch in einem „Mini Men-
tal Status Test“(MMST) schneiden Patienten bereits schlechter ab (Benett, 2000).
80% der Patienten mit einem MCI bekommen in den folgenden Jahren eine echte Demenz, die Progressions-
rate beträgt 10-15% (Jellinger, 2005). Der Gedächtnisverlust weitet sich im Verlauf der Krankheit auf das
biographische Gedächtnis aus, wobei ein retrograd fortschreitender Verlust zu beobachten ist (am weites-
ten zurückliegende Ereignisse werden als letztes vergessen). Oft geht die Krankheit mit Depressionen und
Desorientiertheit einher (Benett, 2000). Diese Symptome nehmen schließlich so stark zu, dass Patienten die
Fähigkeit verlieren, ihren Alltag selbstständig zu organisieren. Die Sprache ist immer stärker beeinträchtigt,
Worte entfallen und werden paraphrasiert, bis hin zur Aphasie. Als letztes ist auch das motorische System
betroffen. Durch Harn- und Stuhlinkontinenz werden die Patienten zu einem Pflegefall. Es kommt meist
zum Exitus letalis durch sekundäre Komplikationen: Pneumonien oder Harnwegsinfekte (Katheterisierung
bei Hospitalisation), kardiovaskuläre Prozesse, Lungenembolien (Immobilisierung), etc.
1.1.4 Diagnose
Die Alzheimersche Erkrankung kann ohne pathohistologische Untersuchung nicht mit hundertprozentiger
Sicherheit diagnostiziert werden(Benett, 2000). Die zur Zeit als Standard geltenden NINCDS-ADRDA und
DSM-IV-TR-Kriterien gelten als teilweise überholt, da sie rein klinisch gestellt werden und eine geringe
Spezifität haben und außerdem zunehmend besser erforschte Parameter nicht berücksichtigen (Dubois et al.,
2007, 2009).
Die Diagnose kann dennoch mit relativ hoher Sicherheit gestellt werden, wenn man mehrere Diagnosever-
fahren einbezieht. Folgende Methoden stehen zur Diagnostik bereit: 1. ausführliche Anamnese, Familienana-
mnese, ggf. Fremdanamnese zur genauen Erfassung der Beschwerden bzw. kognitiven Ausfälle, außerdem
neuropsychologische Test (MMSE) 2. Magnetresonanztomographisch lassen sich in frühen Stadien bereits
ein Volumenverlust der Hippocampi, des entorhinalen Kortex und der Amygdala, später im fortgeschrit-
teneren Stadium auch eine diffuse kortikale Atrophie nachweisen 3. Funktionelle Bildgebung zeigt eine
Hypoperfusion und einen Hypometabolismus im posterioren temporoparietalen Kortex 4. Der Grundrhyth-
mus im Elektroenzephalogramm ist in manchen Fällen verlangsamt. Werden diese Kriterien alle untersucht,
bestätigt sich die Diagnose in 90% der Fälle postmortal durch eine Autopsie (Bird and Miller, 2005).
Eine Erhöhung der τ -Konzentration und Erniedrigung der Aβ-Konzentration im Liquor cerebrospinalis
sind ebenfalls etablierte Parameter (Dubois et al., 2007). Es werden große Anstrengungen unternommen,
Parameter zu finden, mit denen sich die Krankheit in einem frühen Stadium diagnostizieren lässt, damit
den Krankheitsverlauf bremsende Pharmakotherapien („disease modifying drugs“) früh eingesetzt werden
können.
1.1.5 Epidemiologie
Das Risiko an einer Demenz zu erkranken steigt mit zunehmendem Alter drastisch an (Katzmann, 1986).
In Europa geht man von 8-10 Millionen Erkrankten aus, in den USA von 5-7 Millionen (Jellinger, 2005).




Alzheimersche Erkrankung Amyloidablagerung, Tau-Pathologie, Synapsen- und




Frontotemporale Demenz Frontotemporale Hirnatrophie, Tau-Pathologie in
Neuronen und Glia, Tau-Mutation
Persönlichkeitsstörungen,
Störung von Sprache und
Gedächtnis
Pick-Krankheit Tau-Mutation, Pickzellen und kugeln Frontale Demenz
Synucleinopathien
M. Parkinson Degeneration des nigrostriatalen Systems, subkortika-
le Lewy-Lörperchen










Chorea Huntingtin Atrophie und Degeneration des Striatums, neuronale
















Creutzfeld-Jakob-Erkrankung Spongiforme Enzephalopathie, Prionenplaques Progressive Demenz, Klein-
hirnsymptomatik, Myokloni-
en, Demenz, Ataxien, Erblin-
dung
Tabelle 1.1: Neurodegenerative Erkrankungen nach molekularbiologischen Kriterien eingeteilt, Auswahl, nach Jellinger (Jel-
linger, 2005)
benserwartung in den Schwellen- und Entwicklungsländern ist in den nächsten Jahren mit einer stark
erhöhten Prävalenz zu rechnen. Weitere Risikofaktoren sind familiäre Belastung, Allel ǫ4 des Apolipopro-
teins E, Hypertonie, Diabetes, Nikotinusus, Artherosklerose, Hypercholesterinämie, weibliches Geschlecht
und Schädel-Hirn-Trauma (Jellinger, 2005).
1.1.6 Pathologie
Die Alzheimersche Erkrankung ist durch zwei histopathologische Hauptmerkmale („hallmarks of Alzheimer’s
Disease“) gekennzeichnet: die senilen Plaques und die neurofibrillären Tangles. Beide Merkmale kommen
auch im physiologisch alternden Gehirn auf, bei der Alzheimerschen Erkrankung ist das Vorkommen aller-
dings um das 10 bis 100fache erhöht (Arnold, 2000).
Bei den Plaques handelt es sich um unlösliche Proteinablagerungen mit umgebender Entzündungsreaktion.
Bei einigen Plaques sieht man noch gewundene, degenerierte Nervenfortsätze (dystrophe Neuriten, „neuro-
pil threads"), die den Kern des Plaques umgeben. Man nennt diese Plaques dann auch neuritische Plaques.
Fehlen diese dystrophen Neuriten, spricht man von primitiven oder diffusen Plaques.
Ausgangspunkt der Bildung von Plaques ist das β-Amyloid-Vorläuferprotein (β-APP, „amyloid precursor
protein“). β-APP ist ein transmembranäres Protein, welches aus drei Domänen besteht: eine C-terminale,
zytoplasmatische Domäne, eine transmembranäre Domäne und eine globuläre, N-terminale Domäne, welche
extrazellulär liegt, wenn β-APP in die Zellmembran eingelagert ist.
β-APP wird durch verschiedene Sekretasen (α, β und γ-Sekretasen) prozessiert. Durch zwei aufeinan-
derfolgende Spaltungen wird β-APP in drei Bruchstücke geschnitten. Je nachdem, welche Sekretase das
β-APP zuerst schneidet(α- oder β-Sektretase), kann es zur Generierung von β-Amyloid-Peptiden (Aβ)
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kommen (siehe Abb.1.2), die vor allem von Neuronen sekretiert werden. Hervorzuheben hierbei ist die
unterschiedliche Lokalisation dieser enzymatischen Spaltungen; während die α-Sekretase vor allem an der
Plasmamembran wirkt, findet die β-Sekretase-Spaltung vor allem im Trans-Golgi und späten Endosom
statt. Die γ-Sekretase scheint an verschiedenen Kompartimenten lokalisiert: Endoplasmatisches Retikulum
(ER), Trans-Golgi, Endosomen und Plasmamembran (Vetrivel and Thinakaran, 2006). Die Aβ-Peptide
bilden β-Faltblattstrukturen untereinander aus, die so entstandenen Aggregate bilden wiederum unlösliche
Fibrillen (auch β-Fibrillen genannt). Diese Ablagerung aus Fibrillen werden als Amyloid (Stärke(Amylum)-
ähnlich) bezeichnet. Der essentiellen enzymatischen Aktivität (der β-Sekretase) konnte vor einigen Jahren
das Protein BACE1 (β-amyloid cleaving enzyme) zugeordnet werden (Vassar et al., 1999). Dieser Prozes-
sierungsweg, der zur Bildung von Amyloid führt, wird als amyloidogen bezeichnet (Roßner et al., 2006).
Pharmakotherapeutische Ansätze haben in den letzten Jahren vor allem darauf abgezielt, diesen Mecha-
nismus zu hemmen (β- und γ-Sekretase-Hemmer).
Die Ablagerung von Fibrillen nennt man primitive oder diffuse Plaques. Diese Plaques lassen sich mit Kon-
gorot anfärben (siehe Abb.1.1). Kommt es im Laufe der entzündlichen Reaktion, welche von Astro- und
Mikroglia getragen wird, zur Bildung von dystrophen Neuriten, spricht man von einem senilen Plaque.
Abbildung 1.1: Plaque, Immunhistochemische Markierung von Aβ.
Die sog. Tangles und Neuropilfäden bestehen aus verschiedenen Proteinen, die intrazellulär aggregieren.
Die Hauptkomponente ist das Mikrotubuli-assoziierte Protein τ (tau) (Grundke-Iqbal et al., 1986), ein
Multidomänen-Protein mit multiplen Phosphorylierungsstellen. Das Gen (MAPT), welches für τ kodiert,
liegt auf Chromosom 17q21 (Neve et al., 1986), besteht aus mindestens 16 Exons und wird zu mindestens 6
alternativen Formen gespleißt. Man unterscheidet aufgrund der vierten Mikrotubuli-Bindungsdomäne, die
durch alternatives Spleißen des Exons 10 entsteht, zwischen 3 und 4-repeat-τ (Goedert et al., 1989).
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Abbildung 1.2: Prozessierungswege des β-Amyloid Precursor Proteins
τ scheint diverse Funktionen zu haben, vor allem fördert es die Bildung von Mikrotubuli (Witman et al.,
1976) und stabilisiert diese (Trinczek et al., 1995), was essentiell für die Funktion des axonalen Transports
ist. Interessanterweise scheint die Funktion von τ sich mit der Funktion anderer Mikrotubuli-assoziierter
Proteine (MAPs) zu überlappen, da τ -Knock-Out-Mäuse (τ -KO-Mäuse) überlebensfähig sind und als Tier-
modelle dienen (siehe Abs. 3.1.2). Viele andere Funktionen wurden bis jetzt diskutiert: Es soll eine Rolle
bei der Regulation des Überlebens von Zellen spielen indem es die Apoptose hemmt, es sei wichtig für das
dendritische Wachstum (Wang and Liu, 2008).
Hervorzuheben ist die Phosphorylierung von τ , die eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese der Alz-
heimerschen Erkrankung zu spielen scheint: Im Gewebe nicht-Erkrankter enthält ein Mol Tau circa ein
bis drei Mol Phosphat, was daher als physiologisch angesehen wird. In autoptischem Gewebe Alzheimer-
Erkrankter fand sich eine Erhöhung des Phosphorylierungsgrads um den Faktor drei bis vier (Khatoon
et al., 1994). In Tangles liegt vor allem hyperphosphoryliertes τ vor (Grundke-Iqbal et al., 1986). Durch
die Hyperphosphorylierung (bzw. Phosphorylierung an spezifischen Motiven) verliert das τ -Protein seine
Fähigkeit Mikrotubuli zu binden (Trinczek et al., 1995) und aggregiert. Die so entstehenden Tangles fül-
len das Soma der Zellen bis in die Axone hinein aus. Kleinere, keulenförmige Aggregate in dystrophen
Neuriten um Amyloidplaques nennt man Neuropilfäden (engl. „neuropil threads“). Da eine Hyperphospho-
rylierung durch ein Ungleichgewicht zwischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung entsteht, ist nach
den beteiligten Proteinen gesucht worden. Eine Vielzahl von Proteinen mit τ -Phosphorylierungaktivität
(Glykogen-Synthase-Kinase-3β, Kalzium und Calmodulin-abhängige Kinase II (CaMKII), Proteinkinase
A, Proteinkinase C) sowie auch Proteine mit τ -Phosphatase-Aktivität (Proteinphosphatse (PP) 2A, 2b, 1,
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Abbildung 1.3: Tangle und dystrophe Neuriten
5) sind identifiziert worden (Wang and Liu, 2008).
Die Toxizität des hyperphosphorylierten τ der τ -Aggregate bzw. Tangles wird allerdings, ähnlich wie bei
den β-Amyloid-Plaques (Nunomura et al., 2006; Hardy and Selkoe, 2002), kontovers diskutiert, hyper-
phosphoryliertem τ wurden neuroprotektive (Apoptose-hemmende (Li et al., 2007)) sowie neurotoxische
Eigenschaften (Khlistunova et al., 2006) attestiert. Selbst wenn man der gängigen Meinung folgt, dass hy-
perphosphoryliertes τ in irgendeiner Form toxisch ist, bleibt unklar, ob das hyperphosphorylierte τ an sich,
kleinere τ -Polymere oder aber nur die kompletten Filamente toxisch sind. Der Mechanismus der Toxizität
ist unklar. Es wird vermutet, dass in bestimmten Hirnregionen Tangle-tragende Neurone noch über lange
Zeiträume überleben (Morsch et al., 1999). Festzuhalten ist dennoch, dass die klinische Progression mit der
Menge and hyperphosphoryliertem τ in einigen Arealen sehr gut korreliert (Holzer et al., 1994).
Auch an den weiteren posttranskriptionalen Modifikationen am τ wird geforscht, wobei immer wieder Unter-
schiede zwischen Alzheimererkrankten und Kontrollpatienten gefunden werden∗. Dies hat zu einer Vielzahl
von Theorien zur Ätiologie und zu den kausalen Zusammenhängen der Ergebnisse geführt, ohne dass sich
ein Befund als eindeutig ursächlich herausgestellt hat.
Welche der beiden Pathomechanismen der Alzheimerschen Erkrankung die jeweils andere bedingt und
worin die eigentliche Ursache der Erkrankung liegt, ist nicht geklärt. Verschiedene Theorien zur Pathogene-
se akzentuieren jeweils einen der beiden Aspekte und machen ihn für die Symptomatik verantwortlich. Die
Komplexität der Erkrankung ist enorm, vor allem, wenn man sie im Kontext anderer neurodegenerativer
Erkrankungen sieht, die unter Umständen bei vollständig ausgeprägtem Krankheitsbild nur inkomplette
Alzheimerpathologie zeigen (Alzheimersche Erkrankung ohne Tangles im Kortex, sog. POAD, „plaque on-
∗Modifikationen, bei denen Unterschiede gefunden wurden, sind: Glykosylierung, (nicht-enzymatische) Glykierung, Ubiqui-
tinierung, Verkürzung von τ und Nitrierung. Eine gute Zusammenfassung findet sich im Review von Wang and Liu (2008)
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ly Alzheimer disease"(Tiraboschi et al., 2004)). Es gibt allerdings auch neurodegenerative Erkrankungen,
bei denen die Tau-Pathologie als einzige Pathologie vorhanden ist (Frontotemporale Demenz, siehe Tab.
1.1). Die Amyloidhypothese sieht die Bildung von β-Amyloid-Plaques als Ereignis, das die Bildung von
τ -Ablagerungen bedingt (Hardy and Selkoe, 2002). Eine alternative Hypothese, untermauert von dem Ver-
sagen der Sekretasehemmstoffe den Fortschritt der klinischen Symptomatik aufzuhalten, ist die so genannte
„dual pathway“-Theorie, die einen gemeinsamen Auslöser von beiden Pathologien sieht, also keine direkte
(serielle) kausale Hierarchie zwischen den beiden Pathologien. Die Theorie besagt, dass beide Pathologien
durch eine gemeinsame Ursache ausgelöst werden, einen sog. „upstream trigger“ (Small and Duff, 2008).
Xiongwei Zhu et al. gehen davon aus, dass es sich hierbei um eine Störung des intrazellulären Transports
handelt. Diese Störung führt gleichermaßen zu einer Akkumulation von τ , welches dadurch delokalisiert
und hyperphosphoryliert wird sowie der Bildung von Aβ42 und Aβ40 (durch die geringere Expression von
Kinesin-1 (Zhu et al., 2008)). Eine weitere Theorie zur Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung ist
die Hypothese, dass beide Pathomechanismen eigentlich nicht pathogen sind, sondern lediglich gesteigerte
physiologische Abläufe als kompensatorische Mechanismen gegen die eigentliche Noxe (oxidativer Stress)
darstellen (Nunomura et al., 2006).
1.1.7 Therapie
Mit der Vielzahl an Theorien bezüglich der Erkrankung geht auch eine Vielzahl an pharmokologischen
Ansätzen einher. Als einzige etablierte Behandlung stehen die Acetylcholinesterase-Inhibitoren (Bird and
Miller, 2005) zur Verfügung. Viele Ansätze werden in verschiedenen Stadien von klinischen Studien unter-
sucht: Immuntherapie (Aβ-Immunisierung (Wisniewski and Konietzko, 2008), τ -Immunisierung (Sigurds-
son, 2008)), Nicht-steroidale Antirheumatika (Aisen, 2002), Vitamintherapien (Chan et al., 2009), GSK-
3β-Inhibitoren (Hu et al., 2009), Glutamylcyclase-Inhibitoren (Schilling et al., 2008), etc. Dennoch gibt es
bis heute keine zugelassene kausale Therapie für die Alzheimersche Erkrankung.
1.2 Die Hook-Protein-Isoformen
1.2.1 Entdeckung des Hook-Proteins bei Drosophila
Das erste Protein der Hook-Protein-Familie wurde bei der Fruchtfliege Drosophila von der Arbeitsgruppe
von Helmut Krämer charakterisiert (Krämer and Phistry, 1996). In der Entwicklung von Insekten entstehen
im Puppenstadium der Larven verschiedene Scheiben, die sich weiter ausdifferenzieren und schließlich ver-
schiedene Körperteile des Insekts bilden. Bereits Mohr hatte einen Phänotyp der Fruchtfliege beschrieben,
bei dem es zu verbogenen Microchaeten und Augendegeneration kam (Mohr, 1927). Krämer und Phistry
entdeckten, dass das Hook-Protein (dHk) durch die Mutation verändert ist. Außerdem konnten sie feststel-
len, wie der Phänotyp der Hook-mutierten Fruchtfliege mit der zellbiologischen Funktion korreliert: Durch
die Mutation im dHk wird die Akkumulation von Boss („bride of the sevenless transmembrane protein“;
kurz „boss“ oder „sevenless receptor tyrosine kinase“) in den späten Endosomen („multivesicular bodies“
(MVBs)) durch eine schnellere Fusion der Endozytosevesikel mit den Lysosomen verhindert. Dies war ein
Befund, der sich auch bei anderen Rezeptor-Liganden-Komplexen nachweisen lies (Krämer and Phistry,
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1996).
Weiterhin konnte immunhistochemisch festgestellt werden, dass dHk in Kompartimenten der Endozytose
lokalisiert ist (Krämer and Phistry, 1996). Durch elektronenmikroskopische Experimente zeigte sich, dass
dHk den Weitertransport von endozytiertem Boss von den späten Endosomen in die Lysosomen herunterre-
guliert und dadurch die Stabilisierung von MVBs begünstigt (Sunio et al., 1999). In den späten Endosomen
folgt physiologischerweise eine Ansäuerung des Milieus, was zu einer Abtrennung des Liganden von seinem
Rezeptor führt. Somit kann der Rezeptor recycelt und der Ligand eventuell weiter abgebaut werden (Haslik,
2007).
Über den genannten Mechanismus ist dHk als Gegenspieler von Deep Orange an der Regulation der Anzahl
an Varikositäten vor der neuromuskulären Endplatte beteiligt (Narayanan et al., 2000).
1.2.2 Struktur und Aufbau der Hook-Proteine
In weiteren Arbeiten wurden die humanen Hook-Proteine charakterisiert (Krämer and Phistry, 1999; Wa-
lenta et al., 2001). Beim Menschen gibt es drei Isoformen, die den gleichen grundsätzlichen Aufbau zeigen
(siehe Abb. 1.4): Die am stärksten konservierte Domäne ist der NH2-Terminus, dem eine globuläre Struk-
tur vorausgesagt wird. Auch stark konserviert ist die zentrale „coiled-coil“-Domäne und am divergentesten
ist schließlich der Carboxylterminus (Walenta et al., 2001).
Die „coiled-coil“-Domäne vermittelt Protein-Protein-Interaktionen, allerdings sind die Interaktionspartner
noch nicht bekannt. Immunpräzipitation und Western-Blot-Analysen zeigten zuerst keinerlei Hinweis auf
Heterodimerisierung innerhalb der Hook-Protein-Familie (Walenta et al., 2001), außer Homodimerisierung
dHk (Krämer and Phistry, 1996), allerdings das Vorkommen von Hook-Proteinen in großen Proteinkomple-
xen. In einer späteren Arbeit wurde ein solcher Proteinkomplex entdeckt, in dem u.A. alle Hook-Proteine
enthalten sind und auch eine Assoziation der Hook-Proteine untereinander nachgewiesen wurde (Xu et al.,
2008). Für die NH2-Termini konnte die Bindung an Mikrotubuli nachgewiesen werden (Walenta et al.,
2001).
Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der humanen Hook-Isoformen im Vergleich mit Drosophila, nach Walenta et al. 2001
13
1.2.3 Funktionen der Hook-Proteine und Hook-homologer Proteine
Hook1 spielt eine Rolle bei der Differenzierung von Spermatozoen in den Testes von Mäusen. Es ver-
bindet in bestimmten Entwicklungsstadien die Mikrotubuli mit der Manschette und die Manschette mit
dem Nukleus. Bei einer Mutation im Hook1-Gen der Maus kommt es zur Expression eines unfunktiona-
len Hook1-Bruchstück. Die Mäusespermien zeigen einen sogenannten „azh“(abnormal spermatozoon head
shape)-Phänotyp. Im homozygoten Zustand haben alle Spermien eine veränderte Kopfmorphologie, es
kommt zur Abtrennung des Kopfes von Manschette und Flagellum, was die Spermienfruchtbarkeit drastisch
verringert (Mendoza-Lujambo et al., 2002).
Auch bei Saccharomyces cerevisiae ist ein Hook1-homologes Protein bekannt: Btn2. Dies reguliert über
endosomalen Transport den intrazellulären pH (Chattopadhyay et al., 2000), die Arginin-Aufnahme (Chat-
topadhyay and Pearce, 2002) und die Ionen-Homöostase(Kim et al., 2005). Btn2 ist mit späten Endosomen
assoziiert (Kim et al., 2005). Durch seine verstärkte Expression kann eine Prionenerkrankung der Hefe
geheilt werden, bei der es zur vermehrten Anhäufung eines fehlgefalteten Proteins (URE3) kommt, welches
eine amyloide Form annimmt (Kryndushkin et al., 2008).
Humanes Hook2 spielt eine wichtige Rolle für den Aufbau des Zentrosoms, auch Mikrotubuli-organisierendes
Zentrum genannt (MTOC). Durch Versuche in kultivierten Zellen zeigte sich, dass Hook2 in allen Phasen
des Zellzyklus juxtanukleär und mit zentrosomalen Proteinen kolokalisiert ist und dass das zentrosomale
Protein CEP110 direkt an den Carboxylterminus von hHook2 bindet (Szebenyi et al., 2007a). In murinem
Gewebe wurde auch eine Bindung an zentrosomal lokalisiertes CENP-F (centromer protein F) gezeigt
(Moynihan et al., 2009). Durch Nocodazolversuche konnte eine Rolle bei der Organisation des MTOC
nachgewiesen werden (Szebenyi et al., 2007a). Auch die zentrosomennahe Bildung von Aggresomen wird
durch überexprimiertes Hook2 gefördert, was für einen Mechanismus am Zentrosom oder einen Mechanismus
bei der Beladung von Cargo auf Dynein-Dynaction-Komplexe spricht (Szebenyi et al., 2007b).
Hook3 ist am Cis-Golgi-Apparat lokalisiert. Eine direkte Bindung konnte durch Versuche mit aufgereinigte
Golgi-Membranen nachgewiesen werden. Verantwortlich für diese Bindung ist der Carboxylterminus. Durch
Expression von Hook-Bruchstücken ohne Carboxylterminus (AS1-AS555) oder hHk3-Überexpression kann
die Struktur des Golgi-Apparates gestört werden (Walenta et al., 2001). siRNA-Knock-down führt allerdings
nicht zu einer Störung der Golgi-Architektur (Sano et al., 2007). Neben der Golgi-Membran bindet der
hHk3-Carboxylterminus auch die zytoplasmatische Domäne von Scavenger Receptor A (SRA). siRNA-
Knock-down von Hook3 führt zu einer Erhöhung der Rezeptordichte von SRA an der Zelloberfläche, einer
erhöhten Aufnahme von acetyliertem low density lipoprotein (AcLDL) und zu einem verringertem Abbau
von SRA, was für eine Rolle im endosomalen oder lysosomalen Transport spricht (Sano et al., 2007).
Shotland et al. (2003) zeigten, dass das vom Salmonella enterica intrazellulär sekretierte Protein SpiC die
Funktion von Hook3 stört. Neben dem gestörten Aufbau des Golgi-Apparats kommt es außerdem zu einer
Umverteilung von Endosomen und Lysosomen . Dies untermauert die These von Sano et al. (2007), dass
Hook3 neben seiner Rolle als Golgi-stabilisierendes Protein, außerdem die Fusion von MVB mit Lysosomen
fördert. Dazu könnte passen, dass die IFN-induzierte GTPasen als Teil der angeborenen Immunität mit
Hook3 interagieren, um zur Abwehr intrazellulärer Pathogene den intrazellulären Transport zu modulieren
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(Kaiser et al., 2003).
Mutationen in ZYG-12, dem Hook-Homolog in Caenorrhabditis elegans führen zur falschen Positionierung
des Zentrosomen in embryonalen Zellen (Gonczy, 2004). Interessanterweise schützt ZYG-12 in einem Modell
der τ -induzierten Neuropathie über die Herunterregulation von SUT-2 vor dem Absterben von neuronalen
Zellen. SUT-2 ist in diesem Modell der Tauopathie essentiell für die Neurodegeneration (Guthrie et al.,
2009). Das Homolog von SUT-2 (MSUT-2) des Menschen bindet Hook2 (Guthrie et al., 2009). In humanem
Gewebe Alzheimer-Erkrankter findet sich eine Reduktion von MSUT-2. Da auch in Zellkulturexperimenten
mit humanen Zellen die Expression von MSUT2 den τ -Transport und die τ -Löslichkeit beeinflussen, sehen
B.C. Krämer et al. MSUT-2 als Zielprotein für therapeutische Ansätze bei Alzheimerscher Erkrankung
(Guthrie et al., 2011).
Zusammenfassend lässt sich über die Hook-Proteine-Familie sagen:
• Hook1, 2 und 3 sind sich im grundsätzlichem Aufbau sehr ähnlich, die Einteilung in die drei identifi-
zierten Domänen gilt für alle drei Isoformen.
• Sie divergieren in ihrer Sequenz und Struktur vor allem carboxyterminal stark.
• Alle Hook-Proteine scheinen an der Positionierung von Organellen der endozytotischen und sekreto-
rischen Transportwege beteiligt zu sein, also als sogenannte CLIPs (cytoplasmatic linker proteins) zu
fungieren (NH2-Termini der Hook-Proteine binden MTs).
• Es kann davon ausgegangen werden, dass sie ihre Funktion(en) auf unterschiedliche Organellen aus-
üben (divergierende Carboxyl-Termini).
• Welche anderen (z.B. regulatorische) Funktionen die unterschiedlichen Mitglieder außerdem noch
haben, ist zur Zeit noch nicht klar.
• Interessant ist außerdem der Aspekt, dass mit zunehmender Komplexität eines Organismus die An-
zahl der Hook-Proteine des Organismus ebenfalls ansteigen. So hat Hefe einen fragmentierten Golgi-
Apparat und keine Hook-Proteine (allerdings ein homologes bzw. ähnliches Protein, btn2p, Luiro
et al., 2004), Drosophila schon ein Hook-Protein und der Mensch und die Maus drei (Walenta et al.,
2001), außerdem existieren im humanen Gewebe noch die seit 2005 bekannten Hook-related-Proteins
(HkrP)(Simpson et al., 2005; Enomoto et al., 2006).
1.3 Hook-Proteine und Alzheimersche Erkrankung
Es gibt die Hypothese, dass bei der Alzheimerschen Erkrankung ein gemeinsamer Auslöser („upstream
trigger“) dafür verantwortlich ist, dass τ - und Amyloidpathologie einhergehend mit dem klinischen Erschei-
nungsbild auftreten (Small and Duff, 2008). Außerdem wurde postuliert, dass die Alzheimersche Erkrankung
mit einer Funktionsstörung des intrazellulären Transports einhergeht (Zhu et al., 2008). Diese These wurde
bereits 1985 von Gajdusek aufgestellt (Gajdusek, 1985). Ein Indiz dafür ist, dass viele Proteine, die in der
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Pathogenese eine Rolle spielen, auch an intrazellulären Transportprozessen beteiligt sind: das τ -Protein als
Mikrotubuli-assoziiertes Protein, AβPP als axonal-anterograd transportiertes Protein (Sisodia et al., 1993)
und Vorläufer von Aβ (Bestandteil der Plaques). AβPP interagiert mit der leichten Kette von Kinesin-1
(Kinesin light chain; KLC; Kamal et al.; 2000), Bestandteil eines anterograd-transportierenden Motor-
proteins, dessen genetische Polymorphismen mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko einhergehen (Dhaenens
et al., 2004). In transgenen Mausmodellen (Tg-sw-APP-Prp, Borchelt et al., 1997) wurden außerdem Trans-
portdefekte und das Schwellen von Axonen der Neuronen des Nucleus basalis Meynert gefunden, bis zu
einem Jahr vor Ausbruch der eigentlichen Amyloidpathologie. Solche Schwellungen lassen sich auch in
humanen, postmortalen Hirnproben nachweisen (Stokin et al., 2005), was einen weitereren Hinweis auf
eine Beteiligung des axonalen Transports am Krankheitsbild liefert. Zu erwähnen ist zudem der kürz-
lich gefundene Zusammenhang zwischen Retromerdefizienz und Alzheimerscher Erkrankung. Der Retromer
sortierende Transportweg besteht aus einem Mulitproteinkomplex, welcher über Rezeptoren an Retromere
bindet. Funktionseinschränkungen in diesem Transportweg führen zur verstärkten Neurodegeneration und
Aβ-Akkumulation (Muhammad et al., 2008).
Alle humanen Hook-Proteine haben eine hochkonservierte, N-terminale Mikrotubulibindungsdomäne (Wa-
lenta et al., 2001) und spielen eine Rolle in der Organisation von Transportprozessen: Endozytose (überex-
primiertes Hook1,2 oder 3-Protein führt zu einer Störung des Transportes von endozytiertem Transferrin in
die frühen Endosomen (Herrmann, 2010)), Hook2 ist essentiell für die Organisation des Zentrosoms (Sze-
benyi et al., 2007a), welches eine wichtige Rolle für den funktionsfähigen Aufbau der Mikrotubuli-Matrix
spielt, da Mikrotubuli mit ihrem Minusende hier verankert sind (Bornens, 2002)).
Das hHk2-Protein wurde in einem yeast-two-hybrid-assay von F. Albrecht (unpublizierte Daten, Arbeits-
gruppe Dr. Holzer) als τ -Protein-Interaktionspartner identifiziert, außerdem zeigten sich in Vorversuchen
eine Kolokalisation von hHk1 und hHk3 mit neurofibrillären Tangles (unpublizierte Daten Dr. Holzer). Das
kürzlich etablierte Modell der tau-abhängigen Neurodegeneration bei C. elegans und die Beeinflussung die-
ser durch den Hook2-Interaktionspartner MSUT-2 bestätigen den Zusammenhang zwischen intrazellulärem
Transport und Alzheimer-Pathologie in einem Tiermodell(Guthrie et al., 2009, 2011).
2 Aufgabenstellung
Das Ziel meiner Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen Hook-Proteinen, gestörtem intrazellulären
Transport und τ -Pathologie aufzuklären. Hierzu möchte ich folgende Fragen beantworten: Wie sind die
Hook-Proteine im zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert? Ist die Expression der Hook-
Protein im Laufe der Erkrankung verändert? Hierzu werde ich die Expression der Hook-Isoformen
mithilfe von RT-RT-PCR quantifiziert.
Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Bildung von τ-Aggregaten und der Lokalisation
von Hook-Proteinen? Methode der Wahl zur Beantwortung dieser Frage ist die immunhistochemische
Markierung von Hook-Proteinen in τ -transgenen Mausmodellen und die Kolokalisation der Hook-Isoformen
mit τ -Aggregaten.
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Werden Hook-Proteine im ZNS alternativ gespleißt und hängt dies mit der Alzheimerschen
Erkrankung zusammen? Viele Gene werden im Laufe der embryonalen und fetalen Entwicklung anders
gespleißt als im adulten Zustand. So auch des τ -Gen, das embryonal ausschließlich als 3R-τ exprimiert
wird. Außerdem ist das Verhältnis der unterschiedlichen Spleißen-Varianten der mRNA des Proteins τ bei
einigen neurodegenerativen Erkrankungen verändert. Eine Untersuchung des alternativen Spleißen scheint
uns wichtig, da davon ausgegangen wird, dass bis zu 90% der Gene alternativ gespleißt werden (Pan et al.,
2008). Gerade bei Multidomänenproteinen, wie es die Hook-Proteine sind, ist ein alternatives Spleißen
wahrscheinlich und hätte eventuell auch funktionelle Bedeutung.
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3 Material und Methoden
3.1 Proben- und Fallauswahl
3.1.1 Auswahl humaner Hirnproben
Bei der Auswahl der Proben aus autoptischem humanem Hirngewebe wurde darauf geachtet, eine mög-
lichst gleiche Verteilung zwischen den Geschlechtern und dem Alter der Patienten in den verschiedenen
Stadien der Erkrankung und den Kontrollpatienten zu erreichen (siehe Tab.3.1). Es wurden keine Proben
von Gehirnen von Patienten genommen, die zu Lebzeiten an Diabetes Mellitus oder Prionen-Erkrankungen
(Creutzfeld-Jakob-Erkrankung) litten. Zusätzlich wurden Proben aus Gehirnen mit möglichst kurzen Post-
mortalzeiten gewählt, was aufgrund der vorher genannten Ausschlusskriterien und der beschränkten Anzahl
an Proben jedoch nur bedingt gelang.
Die Gehirnproben waren bei -70◦C gelagert und wurden zur Probenentnahme auf Trockeneis gelegt. Auf
einer gekühlten Metallplatte wurden Proben mit einem Gewicht zwischen 400 und 750 mg vorsichtig her-
ausgemeißelt und bis zur Homogenisierung weiterhin auf Trockeneis gelegt.




















186-04 Kontrolle hämorrhagischer Schock 66 m 1360 ca.24
157-04 Kontrolle Herz-Kreislauf-Versagen 64 m 1150 30
62-04 Kontrolle Multiorganversagen, Niereninsuffizienz 79 w. 1250 33
89-05 Kontrolle Herz-Kreislauf-Versagen 82 m 1190 46
418-05 Kontrolle Herz-Kreislauf-Versagen 76 m 1310 46
35-05 Kontrolle Herz-Kreislauf-Versagen 84 w 1290 36
34-05 Kontrolle Herz-Kreislauf-Versagen 73 m 1450 24
74-02 Kontrolle Bauchaortenaneurysma, Artherosklerose 71 m 1400 ?
108-02 Kontrolle 72 w 1220 ?
228-05 BrI-II Parkinson 84 w 1150 12
21-02 BrI-II Pilzpneumonie, Hypertonie 60 w 1300 ca.26
105-05 BrI-II Herz-Kreislauf-Versagen 73 w 1000 36
37-01 BrI-II Hypertonie, Lungenerkrankung(!), Herz-
Kreislaufversagen
81 w 1140 58
7-02 BrI-II Parkinson, Pneumonie 75 w ? 48
421-03 BrI-II Parkinson, Herz-Kreislauf-Versagen 73 m 1330 34
256-03 BrI-II Arteriosklerose, Myokardinfarkt 80 w 1120 28
103-05 BrIII-IV Herz-Kreislauf-Versagen 80 m 1260 36
57-02 BrIII-IV Hypopharynx-Karzinom, Lobärpneumonie 84 m 1460 ca.29
430-05 BrV-VI Chronische Herzinsuffizienz, Aortenstenose 86 w 1290 40
419-05 BrV-VI Parkinson 85 m 1500 48
56-02 BrV-VI Hypertonie, Diabetes 86 w 1050 ?
89-02 BrV-VI M.Parkinson 84 w 950 28
260-05 BrV-VI Diabetes Typ 2 82 w 1300 30
220-04 BrV-VI Hypertone Kardiopathie, Gastrointestinale Blu-
tung
77 w 1070 34
227-05 BrV-VI 82 w 1140 48
115-05 BrV-VI Lungenembolie 88 w 1180 48
254-04 BrV-VI M. Parkinson, Pneumonie 92 w 1200 48
291-04 BrV-VI Pneumonie 75 m 1430 48
261-05 BrV-VI Herz-Kreislauf-Versagen 82 w 950 24
96-04 BrV-VI Herz-Kreislauf-Versagen 64 w ? 32
99-04 BrV-VI 86 m 1300 9
E3 fetal hypoplastisches Links-Herz-Syndrom SSW:21+5 w 50g <24
E4 fetal Abort SSW:21+6 w 59g <24
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3.1.2 Mausmodelle
Die anatomische und histologische Lokalisation der Hook-Proteine wurde an vier verschiedenen Mausmo-
dellen untersucht: hτ -Maus, τ -Knock-Out-Maus (τ -KO-Maus), P301L-τ -mutierte Maus und einer Kontroll-
maus (Typ „Black Six“).
Bei der hτ -Maus handelte es sich um eine Maus, die das humane τ exprimiert. Sie trägt das komplette
humane Gen einschließlich des Promotors in ihrem Genom. Durch Kreuzung einer τ -KO-Maus mit einer
hτ -Maus (8c) entsteht eine Maus, welche nur das humane τ exprimiert, ohne Maus-τ -Hintergrund. Diese
Mäuse entwickeln τ -Pathologie, die der gehirnanatomischen Ausbreitung der Alzheimerschen Erkrankung
ähnelt (Andorfer et al., 2003).
Die τ -KO-Maus hat hingegen kein τ -Gen, weder das humane noch das Wildtyp-τ -Gen. τ -KO-Mäuse zei-
gen Muskelschwäche und Hyperaktivität in neuer Umgebung, ihre Lernfähigkeit ist außerdem in einigen
Tests schlechter. Sie zeigen, dass Symptome einer τ -Mutation eventuell auch durch einen Funktionsverlust
bedingt sein könnten (Ikegami et al., 2000).
Die P301L-τ -mutierte Maus ist hingegen ein Modell für frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus
(FTDP). Das mutierte Basentriplett 301 im τ -Gen kodiert für ein Prolin anstatt ein Leucin. Durch die
Mutation ist die Aggregationsneigung des τ -Proteins stark erhöht und es finden sich τ -Ablagerungen im
Thalamus, Hirnstamm, Rückenmark und den Kleinhirnkernen. Diese histopathologischen Läsionen zeigen
sich auch phänotypisch durch: progressive motorische Störungen, auffälliges Verhalten und Kachexie (J. Le-
wis et al., 2000). Die verwendete P301L-Mauslinie ist die JNPL3-Linie (J. Lewis et al., 2000).
3.2 RNA-Präparation
3.2.1 RNA-Isolation
Die Trizol-Methode ist eine anerkannte Methode zur Isolation von RNA, DNA und der Proteinfraktion aus
Zellkultur und Gewebeproben (Hummon et al., 2007). Die Methode basiert auf der Guanidiniumthiocyanat-
abhängigen Proteindenaturierung (Guanidiniumthiocyanat wirkt chaotrop und hemmt zusätzlich Ribonu-
kleasen), der DNA-Abtrennung mittels Phenol und Chloroform und schließlich der Fällung der RNA mittels
Alkohol.
Zu den Proben wurden 1ml Trizol/100mg Gewebe hinzugegeben. Ab diesem Zeitpunkt an wurden die Pro-
ben auf gehacktem Eis gelagert. Es folgte die Homogenisierung mit dem Homogenisierer (40-60s).
Aufgrund des hohen Gehalts an Fetten im Gewebe wurden unlösliche Bestandteile (Membranen, Polysac-
charide, hochmolekulare DNA)in einem zusätzlichen Arbeitsschritt durch eine zehnminütige Zentrifugation
bei 12.000g und 2-4◦C abzentrifugiert und der Überstand in ein neues Röhrchen überführt.
Es folgten eine Inkubation von 5 Minuten Dauer bei Raumtemperatur und eine Zugabe von 0,2 ml Chloro-
form pro ml Trizol. Nach kräftigem Schütteln per Hand und einer weiteren Inkubation bei Raumtemperatur
für 2-3 Minuten wurden die Proben-Trizol-Chloroform-Gemische bei 10.000g zwölf Minuten lang zentrifu-
giert (2-4◦C).
Der farblose wässrige Überstand, der die RNA enthält, wurde von der tiefroten Chloroform-Phenol-Phase,
welche die DNA enthält, abpipettiert und in ein neues Röhrchen überführt.
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Die RNA wurde durch Isopropylalkohol (0,5 ml/ml Trizol) ausgefällt. Nach Zugabe wurden die Proben
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 10 min lang bei 12.000g zentrifugiert. Dadurch
wurde ein weißes, membranöses RNA-Pellet am Boden des Röhrchen sichtbar, welches nach Entfernung der
Flüssigkeit durch mehrmaliges Waschen mit 75%-Ethanol gereinigt wurde. Anschließend wurde das Pellet
getrocknet (nicht vollständig) und wieder in RNAse-freiem Wasser gelöst.
3.2.2 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese
Da RNA bei Todeseintritt oft relativ schnell abgebaut wird und vor allem für die Quantifizierung der Hook-
Transkripte Proben mit vergleichbarer Qualität benötigt wurden, wurde die isolierte RNA (siehe Abs. 3.2.1)
elektrophoretisch aufgetrennt um eine grobe Aussage über die Qualität machen zu können.
Zuerst wurden die nötigen Puffer hergestellt. Der Laufpuffer (MOPS-Puffer) wurde in zehnfacher Kon-
zentration hergestellt (0,4M MOPS, 0,1M Natriumacetat und 10mM EDTA) und auf einen pH-Wert von
7 eingestellt (Natriumhydroxid und Essigsäure). Er stellt in der aufzutragenden RNA-Probe die gleichen
Salzkonzentrationen wie in der Gelwanne ein.
Der Ladepuffer wurde aus Glycerol (30%), Bromphenolblau und EDTA (Konzentration im Puffer: 5mM)
hergestellt. Er dient dazu, die Dichte der RNA-Probe zu erhöhen, damit sie in die Gelvertiefung hinunter-
sinkt und zeigt während der Auftrennung an, wie weit der Trennungsprozess vorangegangen ist.
Die RNA-Probe (20%) wurde mit Ladepuffer (15%), Laufpuffer (10%), Formamid (40%) und Formaldehyd
(15%) gemischt. Durch Erhitzung des Gemisches im Blockcycler für 10min bei 70◦C wurden die Sekun-
därstrukturen der RNA denaturiert. Das Gemisch wurde abgekühlt und 0,5µg (0,5µl) Ethidiumbromid
hinzugegeben. Anschließend wurde es auf ein 1% Agarosegel (gegossen mit 10% 10x MOPS-Puffer, 10%
Formaldehyd und 80% autoklaviertem Wasser) aufgetragen und je nach Volumen des Gels bei 80-135V
Spannung aufgetrennt.
Die Gele wurden mit UV-Licht beleuchtet und photographiert, je nach Güte wurden die Proben weiter
aufgereinigt oder verworfen.
3.2.3 Aufreinigung der RNA mithilfe von RNeasy c©-Säulen
RNeasy c©-Säulen von Qiagen bestehen aus Silicagelmembranen, an die die eluierte RNA in einem Hoch-
salzpuffer bindet durch einen Niedrigsalzpuffer wieder abgewaschen wird. Andere Biomoleküle (Proteine,
Lipide) werden nicht gebunden oder in verschiedenen Waschschritten wieder abgewaschen. Die Prozedur
wurde wie folgt durchgeführt: 100µl der isolierten RNA wurden mit 350µl eines thiocyanathaltigen, hoch-
salzigen Puffers (RLT-Puffer) gemischt. Anschließend wurden 200µl 100%iger Ethanol hinzugegeben. Durch
den RLT-Puffer wird das Milieu stark chaotrop, Ethanol verbessert die Bindungsaffinität der RNA an die
Säule. Durch Zentrifugation bei bei 8000g für 15s wurde die Flüssigkeit durch die Säule gezogen, die RNA
bleibt durch hydrophobe Wechselwirkung an der Silicamembran haften. Es folgten zwei Waschschritte (15s
und 2 Minuten bei jeweils 8000g) mit einem anderen Puffer (RPE-Puffer), der die Silicasäule reinigt und
Ethanolreste abwäscht. Durch Zentrifugation bei 12000g (1 min) wurde die Säule getrocknet. Es wurden
nun 50µl RNAse-freies Wasser auf die Membran der Säule gegeben und durch die Säule zentrifugiert. Da der
21
Salzgehalt im Gegensatz zu den vorherigen Puffern viel niedriger war, eluierte die an die Säule gebundene
RNA wieder und stand zur weiteren Verarbeitung zur Verfügung.
3.3 Reverse Transkription
Die reverse Transkription ist die notwendige Umschreibung von mRNA in cDNA (komplementäre DNA),
bevor diese cDNA im weiteren amplifiziert und quantifiziert wird. Bei reversen Transkriptasen handelt
es sich um RNA-abhängige DNA-Polymerasen, Enzyme die zuerst in Retroviren entdeckt wurden. Die
Reverse Transkription erfolgte mit dem Enzym SuperScriptIII von Invitrogen. Die Umschreibung fand
immer nach der gleichen Methode statt, allerdings wurden die verwendeten Primer und die Konzentration
der eingesetzten RNA variiert.
Für die quantitative RT-PCR wurde immer 1µg RNA pro 20µl-Ansatz verwendet. Bei der non-quantitativen
RT-PCR wurden größere Mengen an RNA pro Ansatz umgeschrieben. Die Primer für die quantitative PCR
waren ein Gemisch aus Oligo-dT und Zufalls-Hexamer-Primern, bei der non-quantitativen PCR wurden
ausschließlich Oligo-dT-Primer eingesetzt. Der Ablauf war prinzipiell der Gleiche (hier zunächst dargestellt
für die quantitative PCR):
1. Messung der Konzentration der mRNA-Lösung, die als Substrat dient, und Anpassung des entnom-
menen Volumens an die Konzentration zur Einstellung der gewünschten Konzentration. Für die quan-
titative PCR 1µg RNA in einem Volumen von 6µl.
2. Zugabe von 0,5µl Random-Hexamer und 0,5µl Oligo-dT-Primern sowie 1µl Annealing buffer.
3. Denaturierung der RNA bei 65◦C für 5 Minuten.
4. Abkühlen auf Eis (in dieser Zeit sollten die Primer an die RNA binden) und kurzes Zentrifugieren.
5. Zugabe von 10µl 2x RT-Reaktionspuffer und 2µl-Reverse Transkriptase Enzym-Mix.
6. Inkubation bei 50◦C für 50 Minuten zur eigentlichen Umschreibung.
7. Inkubation bei 85◦C für fünf Minuten zur Inaktivierung des Enzyms.
Nun steht die cDNA für weitere Versuche zur Verfügung. Die quantitative PCR wurde direkt angeschlossen
um ein Einfrieren zwischen den Arbeitsschritten zu vermeiden.
3.4 Endpunkt-Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine etablierte Methode zur Vermehrung von spezifischen DNA-Sequen-
zen. Durch diese Methode ist es möglich, sehr geringe Mengen an spezifischen DNA-Sequenzen (theoretisch
eine einzelne Kopie) nachzuweisen. Durch die exponentielle Vermehrung der Sequenz eröffnen sich außerdem
neue Möglichkeiten der Analyse und Weiterverwendung von DNA-Sequenzen. Die Verwendung von reversen
Transkriptasen ermöglicht es auch RNA über eine Polymerase-Kettenreaktion amplifizieren.
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Tabelle 3.2: Verwendete Primer für Versuchsteil alternatives Spleißen





















Für den Beginn der Amplifikationsreaktion benötigen die DNA-Polymerasen Primer, welche an die DNA
binden und and die der komplementäre Strang angeknüpft wird. Die Primer definieren die Sequenzen, die
amplifiziert sind. Die richtige Auswahl an Sequenzen ist essentiell für den Ablauf der Reaktion. Die Primer
wurden mit dem Programm Primer3, einem open-source Programm, gesucht. Das Transkript wurde in
400-800bp lange, sich um mindestens ein Exon überlappende Fragmente unterteilt und die Exonsequenz als
Eingabestring an Primer3 eingegeben. Als einschränkende Parameter wurden verschiedene Kriterien beach-
tet, v.A. eine Schmelztemperatur zwischen 54 und 56◦C und eine Länge zwischen 18 und 24 Nukleotiden.
Zusätzlich wurden so ausgewählte Primer mit dem Programm VectorNTI auf Sekundärstrukturen überprüft
(Dimerbildung, Haarschleifen, etc.). Die ausgegebenen Primersequenzen wurden auf eventuelle homologe
Sequenzen im menschlichen Genom und Transkriptom untersucht und im Falle einer Übereinstimmung
ausgeschlossen (Sequenzen siehe Tab. 3.2). Die Synthese erfolgte durch die Metabion International AG∗.
Die Primer wurden auf eine 50mM Konzentration gelöst und als Aliquote aufbewahrt.
3.4.2 Durchführung
Für die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde das folgende Reaktionsgemisch hergestellt: 5µl 1:10 verdünn-
te cDNA, 10µl HotStarTaq-Polymerase-PCR-Mastermix (enthält HotStarTaqPolymerase, PCR Puffer (1,5
mMMgCl2 und dNTPs (200µM jedes dNTPs)), je 1µl 50mMVorwärts- und Rückwärtsprimer und 3µl RNA-
∗Lena-Christ-Str. 44, 82152 Martinsried
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se und DNAse-freies Wasser. Alle Bestandteile wurden auf Eis zusammenpipettiert. Das PCR-Programm
des Eppendorf-Blockcyclers umfasste folgende Schritte:
1. Aktivierung der Polymerase: 15 Minuten bei 95◦C
2. Schmelzen der Template-DNA bei 95◦C†
3. Annealing bei 56◦C für 30s
4. Elongation bei 72◦C für 45s
Schritte 2.-4. wurden 35 mal wiederholt.
5. Finale Elongation bei 72◦C für 8 Minuten
6. Bis zur Entnahme der Proben Kühlung bei 4◦C.
3.5 DNA-Agarosegelelektrophorese
Die DNA-Agarosegelektrophorese ermöglicht die Aufteilung von DNA-Sequenzen nach ihrer Größe. Es ist
auch möglich, die DNA-Sequenzen danach aus dem Gel wieder zu extrahieren und für weitere Experimente
zu verwenden.
Zur Analyse von Polymerase-Kettenreaktionsprodukten wurden die Reaktionsprodukte auf ein Agarosegel
aufgetragen. Die Gele wurden aus TAE-Puffer (40mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, 40mM Ace-
tat, 1mM EDTA) und 0,8-2% Masseprozent Serva-Agarose hergestellt (die Menge an Agarose richtet sich
nach der vermuteten Länge der Fragmente, die aufzutrennen sind). Die Agarose wurde durch Erhitzen des
Gemisches gelöst, auf circa 60-70◦C heruntergekühlt und mit 5mg
ml
Ehtidiumbromid zu einer Endkonzentra-
tion von 5 µg
ml
versetzt. Die Gele wurden je nach Probenmenge und erwarteter Amplifikatlänge verschieden
lang (je länger, desto besser die Auftrennung bei verschieden langen Amplifikaten) und breit (je breiter
das Gel ist, desto mehr Proben können aufgetragen werden) gegossen. Die Höhe wurde konstant gehalten
(0,75cm). Nachdem das Gel in der Gusskammer vollständig ausgekühlt und somit polymerisiert war, wurde
es in die Laufwanne überführt. Die Proben wurden mit 10fachem Auftragspuffer (30% Glycerin, 40%Sac-
charose, 50mM EDTA, 0,001%Xylencyanlol, 0,001%Bromphenolblau) versetzt und 12µl aufgetragen. Als
Komigrationsstandard wurde eine Gemisch von DNA-Fragmenten benutzt (Smartladder Small Fragment
von Eurogentec). Die Spannung richtete sich auch entsprechend nach dem Volumen des Gels (90-140V).
Die Laufzeit betrug jeweils eine Stunde. Durch UV-Licht wurden das an DNA gebundene Ethidiumbromid
sichtbar gemacht und das Gel in einer abgeschirmten Kammer mit einer speziellen Kamera abfotographiert.
Die Banden wurden durch Umkehrung der Farben auf Schwarz eingestellt.
†Für einige Fragmente wurden die Reaktionsbedingungen leicht variiert. Bei Hook2, Fragment 3 war der GC-Gehalt so
hoch, dass das Schmelzen bei 98◦C stattfinden musste und 99,8%Dimethylsulfoxid (Konzentration im Reaktionsgemisch:
6%) hinzugegeben wurde. Dimethylsulfoxid erleichtert das Aufbrechen von komplementären Basenpaaren und senkt so die
Schmelztemperatur (Frackman et al., 1998).
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Tabelle 3.3: Primer und TaqMan c©-Sonden für die quantitative RT-PCR







Zur Quantifizierung der Expression der Hook-Isoformen im Gehirn Alzheimer-Erkrankter und nicht erkrank-
ter Kontrollpatienten haben wir eine multiplex-Reverse-Transkriptase-Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
durchgeführt. Multiplex bedeutet in diesem Fall, dass die Amplifizierungsreaktionen des zu untersuchenden
Genprodukts (in unserem Fall Hook1-3-mRNA) und die Amplifizierungsreaktion des Referenzgenprodukts
in einem gemeinsamen Reaktionsgefäß ablaufen und genau die gleiche cDNA als Ausgangsmaterial zur Ver-
fügung steht. Dadurch wird der Pipettierfehler insofern beseitigt, als dass er die zu untersuchende cDNA
und die Referenz-cDNA gleich betrifft und rechnerisch wegfällt.
3.6.1 Primer und Sonden
Prinzipiell lässt sich die mRNA-Expression in Gewebe mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-Poly-
merasekettenreaktion auf verschiedene Art und Weise bewerkstelligen. Verschiedene Varianten existieren bei
der Wahl der Detektion. Eine Methode nutzt SYBR-Green, ein Cyanin-Farbstoff der an doppelsträngige
DNA bindet und durch die Bindung seine Fluoreszenzeigenschaft erlangt. Nachteil dieser Methode ist
allerdings die Unspezifität der Bindung und des Signals. Auch kurze Reaktionsnebenprodukte, die durch
unspezifische Amplifikation entstehen, können primerabhängig das Ergebnis verfälschen. Alternativ dazu
gibt es die Möglichkeit, eine Sonde zu synthetisieren, die spezifisch an die amplifizierte DNA („gene of
interest“) bindet. Hierbei wird an die Sonde ein Fluorophor und ein sog. „Quencher“ synthetisiert. Bei der
Taqman-Sonde werden der Fluorophor und Quencher so positioniert, dass nach Bindung der Sonde an die
komplementäre Basensequenz im nächsten Amplifikationszyklus der Fluorophor durch die 5’3’-Exonuklease-
Aktivität der Taq-Polymerase abgetrennt wird. Das Licht, dass der Fluorophor emittiert, wird nun nicht
mehr vom Quencher absorbiert und kann daher gemessen werden. Es zeigt die Amplifikation der cDNA an.
Die Primer wurden so gewählt, dass die amplifizierten Fragmente ungefähr die gleiche Größe haben und eine
möglichst gute Vergleichbarkeit gegeben ist. Um eine bedeutsame Interferenz der Amplifizierungsreaktionen
der Hook-cDNAs und der Referenz auszuschließen, wurden vor der Herstellung bzw. der Bestellung der
Sonden beide Reaktionen auf Kompatibilität getestet. Dabei wurden verschiedene Primerkonzentrationen
eingesetzt und beobachtet, inwiefern beide Reaktionen ein Produkt liefern. Dies wurde mithilfe von DNA-
Gelelektrophorese überprüft (siehe Abschnitt 3.5).
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Für die Durchführung wurde ein Corbett Rotorgene 6000 c©-Gerät mit einem 72-Proben-„gene disc“ benutzt.
Die RNA wurde umgeschrieben (siehe Abschnitt 3.3) bei 4◦C gekühlt aufbewahrt und direkt weiterverwen-
det. Die Proben wurden wie folgt pipettiert: 5µl 1:10 verdünnte cDNA, 15 µl eines Mastermixes, der so
hergestellt wurde, dass er pro Probe 0,4µl je Sonde (2), 1µl jedes Primers (insgesamt 4, 2x forward, 2x
reverse), 10µl HotStarTaq-Plus-Mastermix c©von Qiagen c©und 0,2µl RNAse und DNase-freies Wasser ent-
hielt. Durch den Mastermix wurde versucht, den Pipettierfehler zu minimieren (weniger Pipettierschritte
und größere Volumina). Das PCR-Programm wurde folgendermaßen programmiert:
1. Aktivierung der Taq-Polymerase 5 Minuten bei 96◦C.
2. Schmelzen der Doppelstränge bei 95◦C (30s)‡
3. Binden („annealing“) der Primer bei 56◦C (30s)
4. Elongation bei 72◦C (45s) mit anschließender Messung Die Schritte 2.-4. wurden 39 mal wiederholt.
5. Kühlung bei 4◦C bis zur Entnahme der Proben.
Zur Festlegung des optimalen Grenzwerts („threshold") für die Bestimmung der CT-Werte wurde eine Ver-
dünnungskurve aus Hook1-, Hook2- und Hook3-Vektoren mitgeführt. Alle CT-Werte basieren auf einer
Dreifachbestimmung, die von der mitgelieferten Rotorgen 6000-Software bereits durchgeführt wurde.
3.6.3 Auswertung
Die Auswertung erfolgte nach der Delta-CT-Methode (Boutanjangout et al., 2004). Als Referenzen standen
HPRT-1 und τ zur Verfügung.
Der CT-Wert (computated threshold) ist die Anzahl der Zyklen, die die Amplifikationsreaktion bereits
durchlaufen hat, bevor die Fluoreszenz der bindenden Sonde eine gewisse Schwelle („threshold“) über-
schritten hat. Die Schwelle wird aufgrund der mitgeführten Verdünnungskurve für alle Proben einer cDNA
gleichermaßen festgelegt. Sie wird so gewählt, dass die CT-Werte der Verdünnungen möglichst gut mit der
‡Für Hook2 musste aufgrund des hohen GC-Gehalts des Fragments die Temperatur auf 98◦C Celsius erhöht werden und
DMSO zum Reaktionsgemisch gegeben werden (siehe Abs.3.4.2)
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realen Verdünnungen korrelieren. Die reale Verdünnung ist einfach bestimmbar, da die Länge der Vektoren
bekannt ist. Somit lässt sich aus der Konzentration der Vektoren die Molekülanzahl bestimmen.
∆(CT ) = CTZielgen−cDNA − CTReferenzgen−cDNA (3.1)
Durch die Mitführung von Verdünnungskurven lässt sich außerdem auf die absolute Molekülzahl zurück-
rechnen. Die Verdünnungskurve ergibt die Effizienz der Reaktion (Steigung der Verdünnungskurve) an.
Mithilfe der Effizienz lässt sich aus dem CT-Wert einer Probe auf die Molekülzahl der ursprünglichen
Probe zurückrechnen.
Als Referenz wurde ursprünglich die HPRT1-mRNA gewählt, da diese vor allem neuronal exprimiert ist
und somit die transkriptionale Aktivität der Neurone widerspiegelt. Somit sollte verhindert werden, falsche
Ergebnisse durch Wahl eines beispielsweise v.A. glial exprimierten Gens zu erhalten. Zwei weitere Gründe
sprachen für die Wahl von HPRT1: die relativ geringe Expression und die Etablierung durch eine andere Ar-
beitsgruppe (Santos and Duarte, 2008; Tokuyama et al., 1999). Da sich dieses Gen für unsere Fragestellung
als ungeeignet herausstellte (siehe Kap.4.2) zogen wir die τ -mRNA als zusätzliche Referenz hinzu.
Die Wahl eines Referenzgens ist nötig, um die Probe auf seine eigene Qualität zu eichen. Wenn man,
im Optimalfall, ein Referenzgen gewählt hat, welches immer konstant exprimiert ist, kann man durch die
Subtraktion (s. Formel 3.1) des CT-Wertes der Referenz Pipettierfehler oder Unterschiede in der Menge
der eingesetzten mRNA ausgleichen.
Beispiel: durch ein Pipettierfehler seien 20% zuviel cDNA als template-cDNA in das Reaktionsgefäß pi-
pettiert worden. Die Amplifikationseffizienz sei 1,8. Dadurch wird der Schwellenwert zur Bestimmung des
CT-Wertes log1.81.2 ≈ 0, 31 zu früh überschritten, d.h. der CT-Wert (ursprünglich 25) ist um 0,31 Zyklen
zu niedrig. Dadurch, dass allerdings im gleichen Reaktionsgefäß der CT-Wert der Referenz (ursprünglich
20) ebenso um 0,31 zu niedrig ist, gleicht sich durch die Subtraktion dieser Fehler rechnerisch wieder aus.
24, 69− 19, 69 = 5 = 25− 20 Der ∆-CT-Wert ist somit nicht verfälscht.
3.7 Immunhistochemie
3.7.1 Antikörper
Zur Anfärbung standen folgende Antikörper zur Verfügung:
Die Hook-Antikörper stammen aus eigener Herstellung und standen der Arbeitsgruppe zur Verfügung.
Sie wurden nach einem Standardprotokoll (Biogenes, Berlin) in Kaninchen hergestellt. Den Kaninchen
wurden die KLH-konjugierten Peptide RRNLSVKVPAATSD (Hook1), RLASLNLRPTDKH (Hook2), RR-
SYPGHVQPATAR (Hook3) und QLEQLQEENFRLEC (Isoformen-konservierte Domäne zur Herstellung
eines Pan-Hook-Antikörpers) injiziert. Die Antisera wurden mit Hilfe von an CNBr-aktivierte Agarose ge-
bundenen Peptiden (bzw. Epoxy-aktivierte Sepharose für pan-Hook) affinitätsgereinigt.
Der AT100-Antikörper ist ein phosphorylierungsabhängiger anti-τ -Antikörper. Er fiel dadurch auf, dass er
bei einer Studie der Phosphorylierungsmuster in Gehirnbiopsien als einziger Antikörper spezifisch für jenes
τ war, dass nur im Gehirngewebe Alzheimererkrankter vorkam (Matsuo et al., 1994). Später konnte auch
das Phosphorylierungsmuster, das für die Generierung dieses Epitops entscheidend ist (Threonin an Stelle
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Tabelle 3.5: Antikörper
Antikörper Typ Spezies Hersteller Verdünnung
Anti-hHk1 polyklonal Kaninchen Max Holzer 1:500
Anti-hHk2 polyklonal Kaninchen Max Holzer 1:500
Anti-hHk3 polyklonal Kaninchen Max Holzer 1:500
AT100 monoklonal Maus Pierce; MN1040 1:500
AntiGFAP monoklonal Maus Sigma-Aldrich 1:2500
Anti-IBA1 polyklonal Kaninchen Wako Chemicals GmbH 1:1000
Esel gegen Maus, cy3-konjugiert polyklonal Esel Jackson ImmunoResearch 1:1000
Esel gegen Kaninchen, cy2-konjugiert polyklonal Esel Jackson ImmunoResearch 1:300
Esel gegen Maus, cy5-konjugiert polyklonal Esel Jackson ImmunoResearch 1:1000
Esel gegen Kaninchen, biotinyliert polyklonal Ziege Jackson ImmunoResearch 1:1000
212, Serin an Stelle 214), aufgedeckt werden (Zheng-Fischhöfer et al., 1997). Alle Markierungen von τ in
dieser Arbeit sind mit dem AT100 durchgeführt.
IBA1 ist ein Monozyten-spezifisch exprimiertes Protein und dient als Marker für Mikrogliazellen. Es hat
zwei Kalzium-bindende Domänen (Imai et al., 1996). Der Hersteller verweist explizit auf die Möglichkeit,
Doppelmarkierungen mit GFAP durchzuführen und behauptet, dass keinerlei Kreuzreaktivität mit Neuro-
nen vorhanden sei (Wako Pure Chemical Industries, 2009).
GFAP ist ein Strukturprotein der Astroglia, welchen sich vor allem in den Fortsätzen der Astrozyten be-
findet (Bignami and Dahl, 1973).
3.7.2 Perfusion der Mäuse und Präparation der Gehirne
Die Mäuse wurden durch CO2-Asphyxie getötet. Dabei wurden jeweils eine Maus in einen ca. 1,5l fassenden
bedeckelten Eimer überführt und dieser mit CO2 gefüllt. Nach 30s Sekunden wurde die leblose Maus aus
dem Eimer herausgenommen und auf die Präparationsarbeitsplatte gelegt. Die Extremitäten wurden mit
Hilfe von Klammern fixiert und ein transversaler Abdomitalschnitt 1cm kaudal des Sternums durchgeführt.
Dabei wurde die Bauchhöhle eröffnet und anschließend das Diaphragma durchgeschnitten. Dadurch wurde
ein Wiedererlangen des Bewusstseins der Maus verhindert. Über die Bauchdecke wurden nun mit einer
Schere die Rippen in der vorderen Axillarlinie durchtrennt. Das Sternum und die ansetzenden Rippen wur-
den nach kranial geklappt und mit einer Klammer fixiert. Durch die Herzspitze wurde nun in den linken
Ventrikel eine Kanüle eingeführt und der Kreislauf der Maus mit isotoner Kochsalzlösung (versetzt mit
0,01% Heparin 25.000 von Ratiopharm) gespült. Zum Ablaufen des Blutes und der Lösung wurden die
Vorhöfe eröffnet. Nachdem ca. 50ml durch den Kreislauf gespült waren, wurde nun 4%Para-Formaldehyd-
0,1%Glutaraldehyd Lösung durch die selbe Kanüle injiziert. Auch hier wurden sukzessiv circa 50ml in den
Kreislauf perfundiert.
Zur Präparation des Gehirns wurde durch einen Sagittalschnitt vom Nasenbein bis zum Os occipitale der
Schädel freigelegt und die Kalotte nach lateral abgezogen. Vom Nasenbein aus wurde der Schädel koronar
eröffnet und das Hirn vorsichtig entnommen. Möglichst kaudal der Medulla oblongata wurde das Rücken-
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Abbildung 3.1: Westernblot zur Überprüfung der Spezifität der Hook-Antikörper. Von links nach rechts sind jeweils vier Bahnen
mit einem Hook-Antikörper inkubiert. Innerhalb dieser vier Bahnen sind jeweils Proteinextraktionen aus Hook-transfizierten
Cos-7-Zelllinien aufgetragen (COS=Chlorocebus in Origin carrying SV40). Bahnen 1-3 entsprechen Hook1-3 und die vierte
Bahn eine nicht-transfizierte Kontrolllinie. Man erkennt, dass jeder Antikörper jeweils nur eine Bande in der Zelllinie, die mit
dem antigenen Protein transfiziert ist, anfärbt.
mark durchtrennt. Wenn die Hirnnerven noch nicht gerissen waren, wurden auch diese durchtrennt.
Das Gehirn wurde nun 24h auf dem Taumler in 4%Para-Formaldehyd-0,1%Glutaraldehyd-Lösung einge-
legt und anschließend in 30%Saccharose-Lösung überführt. Nach weiteren 24h auf dem Taumler wurden
die Gehirne bei 4◦C gelagert.
3.7.3 Herstellung der Schnitte
Zur Herstellung der Präparate wurden die Gehirne mit dem Mikrotom geschnitten. Zuerst wurde etwas
TissueTek auf die gekühlte Arbeitsplatte aufgetragen und bis kurz über den Gefrierpunkt gekühlt. In diese
visköse Masse wurde das Gehirn mit seinem Okzipitalpol eingebettet, eventuell noch weiteres TissueTek
um das Gehirn herum aufgetragen, um den Wärmeaustausch zwischen Gehirn und Arbeitsplatte zu ver-
bessern. Nachdem das Gehirn vollständig gefroren war, wurde es von frontal nach okzipital konsekutiv
in 30µm dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden in 24-Well-Platten in PBS-Natriumazid-Puffer




Die Schnitte wurden aus ihrer Lagerung (+4◦C) entnommen und die zu untersuchenden Schnitte heraus-
gesucht. Die Färbeprozedur lief folgendermaßen ab:
1. Permeabilisieren: Die Schnitte wurden einmal mit 0,5% Triton in PBS-Puffer (ca. 5 Minuten) gewa-
schen.
2. Antigendemaskierung mit Citrat: Die Schnitte wurden zweimal 45s in jeweils 75ml 0,01mM Citratlö-
sung (pH=6) bei 800W in der Mikrowelle erhitzt. Der Siedepunkt wurde nicht überschritten.
3. Waschen: Nachdem die Schnitte wieder auf Raumtemperatur abgekühlt waren, wurden sie zweimal
in PBS-Puffer mit 0,01% Triton (einmal 5 Minuten, einmal 15 Minuten) gewaschen.
4. Blocken: Zur Blockierung von Epitopen, an die Antikörper unspezifisch binden können wurde ein
Blocker aus Eselserum verwendet (Eselserum 0,5%, Bovines Serumalbumin 2%, Milchprotein 0,3% in
Aqua dest.) verwendet. Die Schnitte wurden eine Stunde im Blocker inkubiert.
5. Primärer Antikörper: Danach wurde der primäre Antikörper dazugegeben. Die Schnitte wurden in
den abgedichteten 24-Well-Platten 24h lang bei 4◦C und leichtem Schütteln inkubiert.
6. Waschen: Nach der Inkubation mit dem primären Antikörper wurden die Schnitte abermals dreimal
jeweils fünf Minuten mit 0,01%Triton-PBS gewaschen.
7. Sekundärer Antikörper: Als sekundäre Antikörper wurden entsprechende CY-2/CY-3 markierte Anti-
Maus (AT100) oder Anti-Kaninchen-Antikörper eingesetzt. Die Schnitte wurden zwei Stunden lang
mit dem sekundären Antikörper inkubiert. Ab diesem Arbeitsschritt wurden die Schnitte nur noch
möglichst kurz dem Licht exponiert, um ein Ausbleichen der Immunfluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden.
8. Waschen: Nach Inkubation mit dem sekundären Antikörper wurden die Schnitte drei mal 5 Minuten
in 0,01% Triton-PBS gewaschen und im Anschluss aufgezogen.
3.7.5 Immun-Diaminobenzidin-Biotin-Markierung
Die Diaminobenzidin-Biotin-Markierung unterscheidet sich von der Fluoreszenzfärbung von der Methodik
nicht prinzipiell, allerdings ist der Farbstoff, der das Antigen sichtbar macht, anderer Natur. Während
bei der Immunfluoreszenz der sekundäre Antikörper direkt an ein Fluorophor gekoppelt ist, erfolgt die
DAB-Markierung über Biotin-markierte sekundäre Antikörper, an die ein an Avidin gebundenes Enzym
bindet. Diese Enzym führt zur Präzipitation des Farbstoffs (Diaminobenzidin). Daraus ergeben sich auch
die Vor- und Nachteile dieser Art der Methode gegenüber der Fluoreszenz; höhere Sensitivität (da es zu
einer enzymatischen Reaktion mit Signalverstärkung kommt), aber geringere räumliche Schärfe (da der
Farbstoff nicht direkt über Antigen-Antikörper-Bindungen an das Antigen gebunden ist). Doppelmarkie-
rungen sind mit DAB-Markierungen nicht ohne Weiteres zu realisieren. Praktisch gesehen unterscheidet sich
die Diaminobenzidin-Biotin-Markierung von der Immunfluoreszenzfärbung ab der Zugabe des sekundären
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Antikörpers. Die Färbeprozedur lief folgendermaßen ab:
1. Waschen: Die Schnitte wurden einmal mit PBS-Puffer mit 0,5% Triton (ca. 5 Minuten) und zweimal
in PBS-Puffer mit 0,01% Triton (einmal 5 Minuten, einmal 15 Minuten) gewaschen.
2. Blocken: Als Blocker wurde Eselserumblocker (Eselserum 0,5%, Bovines Serumalbumin 2%, Milch-
protein 0,3% in Aqua dest.) verwendet. Die Schnitte wurden eine Stunde im Blocker inkubiert.
3. Primärer Antikörper: Danach wurde der primäre Antikörper dazugegeben. Die Schnitte wurden in
den abgedichteten 24-Well-Platten 24h lang bei 4◦C und leichtem Schütteln inkubiert.
4. Waschen: Nach der Inkubation mit dem primären Antikörper wurden die Schnitte abermals dreimal
jeweils fünf Minuten mit 0,01%Triton-PBS gewaschen.
5. Waschen: Nach Inkubation mit dem sekundären Antikörper wurden die Schnitte drei mal 5 Minuten
in 0,01% Triton-PBS gewaschen.
6. Avidin-Peroxidase: Nun wurden die Schnitte eine Stunde lang mit Extravidin (Avidin+Peroxidase)
inkubiert.
7. Waschen: Nach der Extravidinbindung folgten wiederum drei Waschschritte mit 0,01%-Triton-PBS.
8. Diaminobenzidin: Die eigentliche Markierung erfolgte nun durch die Inkubation mit dem Peroxida-
sesubstrat Diaminobenzidin (DAB). Eine kurze Inkubation (8 Minuten) in einer DAB-H2O2-Lösung
verfärbt die Schnitte spezifisch braun-schwärzlich.
9. Waschen: Es folgten wiederum drei Waschschritte in 0,01% Triton-PBS.
3.7.6 Aufziehen, Fixation und Eindeckung
Die gefärbten Schnitte wurden auf Superfrost-Objektträger in einer PBS-H2O-Lösung vorsichtig auf den
Objektträger gezogen, dieser langsam aus der Flüssigkeit gehoben und eventuelle Falten mit einem feinen
Pinsel beseitigt. Die Schnitte wurden langsam getrocknet und Salzreste durch kurzes Waschen (3-5s) in Aqua
dest. beseitigt. Anschließend wurden die aufgezogenen Schnitte durch die aufsteigende Ethanol-Toluol-Reihe
( Alkohol: 70%-80%-90%-100%, Toluol-100%) geführt. Noch Toluol-benetzt wurden drei bis vier Tropfen
Entellan-Harz auf den Objektträger geträufelt und ein Objektglas aufgedrückt. Getrocknet standen die
Präparate nun zur Auswertung bereit.
3.8 Auswertung
3.8.1 Statistische Auswertung
Zur Auswertung der Daten wurde SPSS für Windows benutzt. Wir entschieden uns dafür, einen parame-
terfreien Test zu benutzen. Bei einer kleinen Stichprobe kann eine Normalverteilung als Nullhypothese nur
bei extremen Verteilungen abgelehnt werden, daher scheint uns ein parameterfreier Test belastbarer.
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3.8.2 Berechnungen und Graphiken




4.1 Hook-mRNAs werden nicht alternativ gespleißt
In der Gelanalyse der Spleißenprodukte wurden keine Unterschiede in der Länge der Fragmente im Gel
und ihrer erwarteten Länge gefunden. Zur Verdeutlichung der Interpretation folgendes Beispiel: die Pri-
mer des Fragments eins von Hook1 liegen im Exon 1 (forward primer) und im Exon 6 (reverse primer).
Somit werden vier Exons komplett und zwei Exons partiell amplifiziert. Würden ein oder mehrere Exons
der komplett amplifizierten Exons nun alternativ gespleißt, also beispielsweise aus der mRNA entfernt,
entstünden zwei Fragmente, von denen eines kürzer wäre als die vorausgesagte Länge. Würde ein Exon, in
dem ein Primer binden soll, alternativ gespleißt, würde dies nicht registriert werden. Deswegen wurden die
Primer so gewählt, dass die Fragmente sich stets überlappen und jedes Primer bindende Exon durch die
Amplifikation eines anderen Fragments erfasst wird.
Betrachtet man allerdings die Bande eins im Gel (Abb. 4.1), zeigt sich, dass diese bei allen Amplifikati-
onsreaktionen (HeLa differenziert, undifferenziert, fetal, Alzheimer, Kontrolle) die gleiche Länge hat. Die
Länge beträgt in diesem Fall zwischen 370 und 380 bp, was sich mit den vorausgesagten 367bp deckt (Tab.
4.1). Wir gehen also in diesem Fall davon aus, dass in diesem Bereich der mRNA kein alternatives Spleißen
stattgefunden hat. Für Hook2 und Hook3 zeigte sich dasselbe Bild. Auch hier fanden sich keine zusätzli-
chen Banden oder deutlich kürzere Banden im Gel. Die abgebildeten Gelbilder stehen exemplarisch für die
durchgeführten Versuche. Im Laufe des Testens der Primer und der Optimierung der Versuchsbedingun-
gen (Abs. 3.4.2) wurden verschiedene Ausgangs-RNA-Isolate verwendet, sodass pro untersuchter Isoform
mindestens fünf Fälle aus der Gruppe der Alzheimer-Erkrankten und fünf Fälle aus der Kontrollgruppe
untersucht wurden, ohne dass es bei anderen Fällen deutliche Hinweise auf alternatives Spleißen gegeben
hätte. Fetale RNA konnte nur aus den zwei gezeigten Fällen untersucht werden.
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Abbildung 4.1: Gelanalyse der PCR-Produkte, Hook1. Die PCR-Produkte sind auf dem Gel aufgetragen. Diese sind nach
Fällen (HeLa differenziert, HeLa undifferenziert, e=fetal, etc. (siehe Abs. 3.1) geordnet, innerhalb der Fälle nach amplifizierter
Sequenz (siehe Abs. 3.4.1). Zwischen den PCR-Produkten eines Falles sind DNA-Größenmarker (Smartladder SF) aufgetragen.
Bei einem Vorliegen von alternativem Spleißen würde man in einer Laufspur mehrere Banden, eine Differenz der Bandenlänge
im Vergleich verschiedener Fälle oder ein Abweichen der Länge der amplifizierten Fragmente im Gel von der errechneten Länge
erwarten.
Tabelle 4.1: Längenvergleich der Fragmente - Hook1








Abbildung 4.2: Gelanalyse der PCR-Produkte, Hook2. Die Anordnung entspricht vom Prinzip der von Abb. 4.1. Wieder finden
sich nur eine Bande pro Laufspur und keine Unterschiede in der Fragmentlänge zwischen den Fällen.
Tabelle 4.2: Längenvergleich der Fragmente - Hook2







220-04(Alz.) 62-04 (Ko.) HeLa undiff.
HeLa diff. E3 E4
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Abbildung 4.3: Gelanalyse der PCR-Produkte, Hook3. Die Anordnung entspricht vom Prinzip der von Abb. 4.1. Wieder finden
sich nur eine Bande pro Laufspur und keine Unterschiede in der Fragmentlänge zwischen den Fällen.
Tabelle 4.3: Längenvergleich der Fragmente - Hook3







4.2 Quantifizierung der Hook-Protein-Isoformen-Expression
Bei der Auswertung von qRT-PCR Daten ist zu beachten, dass dabei der Zyklus gemessen wird, bei dem
das Fluoreszenzsignal eine festgelegte Intensitätschwelle zum ersten Mal übersteigt. Die Schwelle wird
aufgrund der Daten aus der mitgeführten Verdünnungsreihe festgelegt. Sie sollte so gewählt werden, dass der
theoretisch gemessene Konzentrationswert der Verdünnung gut mit dem tatsächlichen übereinstimmt und
in einem Bereich liegen, wo der Anstieg der Kurve nicht durch die Konzentration an Enzym, Nukleotiden,
etc. sondern nur durch die Menge der cDNA bestimmt ist. Aus der Messung der Zykluszahl ergibt sich
logischerweise, dass die Konzentration höher ist, wenn die Zykluszahl gering ist. Dies ist bei der Beurteilung
der dargestellten Daten zu berücksichtigen.
Wichtig für die Durchführung der Quantifizierung ist, dass die Amplifikation mit der gewünschten Kinetik
abläuft. Da aus jeder amplifizierten cDNA im nächsten Zyklus eine neue entsteht, sollte die Effizienz
möglichst nahe eins liegen. Durch die Verdünnung eines Vektors, der die zu amplifizierende cDNA enthält
und dessen Gesamtlänge bekannt ist, lässt sich dies überprüfen. Über die Gesamtlänge lässt sich die Masse
berechnen und durch Extinktionsmessungen die Konzentration an DNA in einem Aliquot. Daher kennt
man die Anzahl der Kopien und kann über mehrere Verdünnungen die Kinetik der PCR überprüfen. Die
graphische Darstellung finden sich in Abb. 4.1.
Tabelle 4.1: Übersichtstabelle über die CT- und ∆CT-Werte
Kontrolle Braak I-IV Braak V-VI
mRNA CT ∆CT CT ∆CT CT ∆CT
Hook1 28,43 6,88 30,29 7,38 30,47 6,90
Hook2 33,88 12,29 33,47 10,56 33,80 10,26
Hook3 26,44 5,38 28,37 5,45 28,76 5,27
HPRT1 27,44 5,99 30,21 7,29 30,67 7,07
τ 21,56 22,91 23,54
4.2.1 Die Konzentration an HPRT1 fällt in höheren Braak-Stadien ab.
Als erstes Ergebnis der Quantifizierung fiel eine Abnahme aller quantifizierten mRNAs auf: Alle Hook-
mRNAs (bis auf Hook2) sowie auch das Referenzgen haben in der Gruppe der Alzheimer-Erkrankten eine
niedrigere Konzentration als in der Kontrollgruppe (Hook1: p=0,031, Hook3: p=0,008, HPRT1 p=0,001,
siehe Abb. 4.2). Am drastischsten und am signifikantesten stieg der CT-Wert bei der Referenz-mRNA
HPRT1 an. Somit stand fest, dass die grundsätzlich als kritisch zu beurteilende „Nicht-Reguliertheit“ dieses
Gens in keinster Weise auf die Fragestellung zutraf.
Da sich die ursprüngliche Referenz-mRNA also als ungeeignet erwiesen hatte, zogen wir τ als neue Referenz
hinzu. Auch die τ zeigt eine leicht geringere Konzentration im Gewebe Alzheimer-Erkrankter als im Gewebe
Nichterkrankter (siehe Abb. 4.3).
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Abbildung 4.1: Verdünnungskurven mit amplifizierten Vektoren. Auf der linken Seite sieht man eine Korrelation der Fluores-
zenz mit dem Zyklus der Amplfikation, auf der rechten Seite wird der CT-Wert mit der errechneten Konzentration korreliert.
Hieraus kann die Effizienz der Reaktion berechnet werden (Steigung). Oberste Reihe Hook1, mittlere Hook2, unterste Hook3.
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Abbildung 4.2: Boxplots der CT-Werte der quantitativen RT-PCR. Links oben: Hook1, rechts oben: Hook2, links unten:
Hook3, rechts unten: HPRT1. Signifikanzniveau des Unterschiedes bei Mann-Whitney-U-Test: *: p≤0,05; **: p≤0,01; ***:
p≤0,005; +: p≥0,99. Br= Stadium der Alzheimerschen Erkrankung nach Braak und Braak (Braak and Braak, 1991).
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Abbildung 4.3: Boxplot der CT-Werte der Quantifizierung des τ -Expression. *:p≤0,05. Br= Stadium der Alzheimerschen
Erkrankung nach Braak und Braak (Braak and Braak, 1991).
4.2.2 Die Konzentration der Hook2-mRNA nimmt in höheren Braak-Stadien ab
Wir bezogen also die CT-Werte der Hook-Isoformen-mRNA nun auf die τ -CT-Werte (∆-CT-Formel, sie-
he 3.1). Über die so errechneten ∆-CT-Werte fanden wir eine Zunahme der Konzentration der Hook2-
Expression im Vergleich der Gruppe der Alzheimer-Erkrankten höherer Braak-Stadien mit der Kontroll-
gruppe. Der Unterschied der ∆-CT-Werte der Braak-Stadien V-VI und der Kontrollen war signifikant
(p=0,008), ebenso wie der Vergleich zwischen der Gruppe aller Alzheimer-Erkrankten und der Gruppe al-
ler nicht-Erkrankten (p=0,021). Frühe Braak-Stadien zeigten nur eine nicht signifikante Abnahme (p=0,147,
siehe Abb. 4.4)).
Hook3 zeigt tendenziell eine Zunahme der Expression, bei Hook1 lässt sich keine Tendenz erkennen. Bei
Hook1 zeigt sich vor allem eine höhere Streuung der Werte je stärker die τ -Pathologie ausgeprägt ist.
Durch die Anwendung von τ als Referenzgen änderte sich indes nichts an dem Ergebnis der HPRT1-
Quantifizierung. Die relative Konzentration an HPRT1-mRNA war signifikant niedriger beim Vergleich
zwischen der Gruppe der Alzheimer-Erkrankten und der Kontrollgruppe (p=0,025), sowie beim Vergleich
der Braak-Stadien I-IV und Kontrollen (0,031)(siehe Abb. 4.4). Für die Gruppe der Stadium V oder VI
klassifizierten Fälle lies sich keine signifikante Abnahme zeigen, was wahrscheinlich an der starken Streuung
innerhalb dieser Gruppe lag (p=0,088).
4.2.3 Hook3 wird am stärksten exprimiert, Hook2 am schwächsten.
Durch das Mitführen von Vektorverdünnungen ist es außerdem möglich, die absoluten Molekülzahlen pro
µg RNA zu berechnen. Diese betragen für Hook1 1, 64 ∗ 105Kopien/µg, für Hook2 1, 33 ∗ 104Kopien/µg
und für Hook3 9, 08∗105Kopien/µg. Daraus wird ersichtlich, dass Hook3 am stärksten exprimiert wird und
Hook2 am schwächsten.
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Abbildung 4.4: Boxplots der ∆-CT-Werte der quantitativen RT-PCR (bezogen auf die τ -CT-Werte). Links oben: Hook1, rechts
oben: Hook2, links unten: Hook3, rechts unten: HPRT1. Signifikanzniveau des Unterschiedes bei Mann-Whitney-U-Test: *:




Alle Hook-Isoformen werden im adulten murinen zentralen Nervensystem exprimiert. Die Immunoreakti-
vität der Hook-Antikörper in den verschiedenen Mausmodellen der τ -Expression ist nicht grundsätzlich
unterschiedlich, wie beispielhaft in den Aufnahmen des Kortex gezeigt wird (jeweils A-D, siehe Abb. 4.5,
4.7 und 4.10).
4.3.1 Hook1-Antikörper markieren Tangle-ähnliche Strukturen
Hook1 zeigt ein inhomogenes Anfärbemuster innerhalb der Hook1-positiven Zellen. Während im Kortex die
Neuronen eine schwache zytoplasmatische Reaktivität zeigen (Abb. 4.5, E) und der Zellkern deutlich ausge-
spart ist, sind in thalamischen Kerngebieten vor allem juxtanukleäre Strukturen deutlich gefärbt, während
die Färbung des Zytoplasmas noch subtiler als im Kortex ausfällt (Abb.4.5, F). Die zytoplasmatische Lokali-
sation bestätigt sich in der Immunfluoreszenzmarkierung in Aufnahmen mit dem laser-scanning-microscope
(LSM).
In P301L- und hτ -Mäusen färben sich mit dem Hook1-Antikörper einige Zellen stärker an als im Wild-
typ oder der τ -KO-Maus. Besonders im Kortex des P301L-Tieres haben einige Hook1-positive Zellen eine
Tangle-ähnliche Morphologie mit teilweise granulär bis kompakten Aggregaten, die bis in die Neuriten
reichen (siehe Abb. 4.5, G).
4.3.2 Hook1-Antikörper markieren hypothalamische Kerngebiete
Bei der Fluoreszenzmarkierung von Hook1 fällt eine starke Reaktivität hypothalamischer Kerngebiete auf.
In den untersuchten Kerngebieten stechen der Nucleus paraventricularis und der Nucleus supraopticus
hervor. (s. Abb. 4.6). Die Markierung umfasst nicht nur die Zellkörper, die ein granuläres Färbemuster
zeigen, sondern auch Fortsätze der Zellen mit Bouton-artigen Auftreibungen. Dabei könnte es sich um
Synapsen handeln. Die Fortsätze sind Richtung Ventrikel gerichtet.
4.3.3 Hook2-Antikörper markieren Gliazellen
Der Hook2-Antikörper zeigt eine komplett andere Reaktivität als Hook1. Im Kortex zeigt er nur eine
Anfärbung punktförmiger Strukturen, deren Identifikation schwer fällt (Abb. 4.7, A-D und 4.8). Von der
intrazellulären Lokalisation ist diese Lokalisation am ehesten juxtanukleär.
In anderen Hirnarealen, vor allem im faserreichen Gebieten, färben sich Zellen an, die morphologisch Glia-
zellen am ähnlichsten sind (Abb. 4.7, E). Auch um Blutgefäße zeigt sich eine deutliche Reaktivität, Lo-
kalisation und Morphologie legen nahe, dass es sich dabei um perivaskuläre Astroglia handelt. Die sichere
Differenzierung zwischen Astrozyten oder Mikroglia ist in dieser Markierung nicht möglich. Genauere Er-
gebnisse liefert uns die Kolokalisation mit unterschiedlichen Glia-Markern (s.U.).
Mit relativer Sicherheit lassen sich auch Fortsätze der Bergmann-Glia im Kortex der Kleinhirns identifizie-
ren. Die Zellkörper dieser Zellpopulation sind sehr klein und um die Purkinjezellen angeordnet (Yamada
and Watanabe, 2002). Dass eine Identifikation der Zellkörper der Bergmann-Gliazellen nicht deutlich mög-
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Abbildung 4.5: Diaminobenizidin-immunhistochemische Markierung von Hook1; erste Reihe und zweite Reihe: Übersichtsauf-
nahmen, proximal des Sulcus centralis aufgenommen, Schnittebene durch das Frontalhirn. A: Wildtyp, B: hτ -Mausmodell,
C: τ -KO, D: p301L, E: Detailaufnahme, proximal des Sulcus centralis, kortikale Neuronen, Wildtyp. F: Detailaufnahme,
Thalamus, Wildtyp. G: Tangle-ähnliche Strukturen im Kortex P301L-positiver Zellen.
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Abbildung 4.6: Immunfluoreszenzmarkierung von Hook1 im Hypothalamus. A, B: zwei Schnitte durch den Nucleus hypotha-
lamicus paraventricularis. C: Nucleus hypothalamicus paraventricularis, stärkere Vergrößerung. D: Nucleus hypothalamicus
supraopticus. Man beachte die Reaktivität der Zellkörper und der Fortsätze mit Bouton-förmigen Strukturen. Alle Maßstabs-
balken entsprechen 50µm.
44
Abbildung 4.7: DAB-immunhistochemische Markierung von Hook2. Erste Reihe und zweite Reihe: Übersichtsaufnahmen,
proximal des Sulcus centralis aufgenommen, Schnittebene durch das Frontalhirn. A: Wildtyp, B: hτ -Mausmodell, C: τ -KO,
D: p301L. Darunter Detailaufnahmen: E: Gliazellen der Commissura anterior, F: Bergmann-Glia aus der Cortex cerebellaris,
Stratum moleculare. G: periarterioläre Gliazellen mit Fortsätzen, H: Ependymzellen mit Fortsätzen.
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Abbildung 4.8: Aufnahme des Kortex in höherer Auflösung (40x), Hook2-Markierung, Wildtyp. Diese Aufnahme aus dem
Kortex zeigt die zelluläre Lokalisation von Hook2; der Antikörper färbt perinukleäre oder nukleäre Strukturen.
Abbildung 4.9: Markierung von Ependymzellen mit Fortsätzen mit Hook2-Antikörpern. Zu Erkennen sind die Fortsätze der
Tanizyten am Boden des 3. Ventrikels (B). etc etc
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lich ist, überrascht daher nicht(Abb. 4.7 F).
Außerdem fallen die Hirnventrikel auskleidende Zellen mit unterschiedlich langen Fortsätzen auf. Hierbei
könnte es sich um die Ependymzellen der inneren Liquorräume handeln (Seitenventrikel, dritter und vierter
Ventrikel). Bei den Zellen mit langen Fortsätzen in die Hirnsubstanz könnte es sich um Tanizyten handeln
(Abb. 4.7, G). Deutlicher als in der DAB-Markierung wird dies in der Fluoreszenz (s. Abb. 4.9).
Die Reaktivität unterscheidet sich zwischen den untersuchten Tiermodellen nicht.
Die Fluoreszenzmarkierungen zeigten im LSM eine Lokalisation im Zellkörper und in den Forsätzen der
Zellen.
4.3.4 Hook3-Antikörper markieren granuläre Strukturen in Neuronen
Der Hook3-Antikörper zeigte insgesamt die stärkste Immunoreaktivität. Die Markierung ist ähnlich der von
Hook1, allerdings deutlich intensiver. Sie zieht sich auch in die Neuriten, ist allerdings vor allem im Zytoplas-
ma. Bei genauerer Untersuchung im LSM zeigte sich ein granuläres Muster (s. Abb. 4.11), es könnte sich um
intrazelluläre Vesikel (Endosomen, z.B.) handeln. Hook3-positive Zellen sind als Neuronen identifizierbar.
Alle neuronalen Kerngebiete, die in untersuchten Schnittebenen lagen, zeigen deutlich Hook3-positive Neu-
ronen. Zellen von gliaartiger Morphologie sind nicht zu erkennen (Abb. 4.10). Die Reaktivität unterscheidet
sich zwischen den untersuchten Tiermodellen nicht.
4.3.5 Lokalisation der Hook-Proteine nach Kerngebieten und Arealen
Die Lokalisation der Hook-Proteine unterscheidet sich im Vergleich der Hirnareale . Eine Übersicht der Re-
aktivität findet sich in Tabelle.4.2. Die Tabelle enthält Daten aus der DAB-Markierung und der Fluoreszenz-
Färbung. Letztere unterscheidet sich in manchen Aspekten von ersterer. Hook1-reaktive Zellen finden sich
v.A. im Diencephalon und Nucleus ruber, weniger starke Reaktivität findet sich im Neokortex. Das Stra-
tum granulosom cerebelli ist ebenfalls Hook1-positiv. Hook2 markiert vor allem nicht-neuronale Zellen,
siehe Abs. 4.3, Abb. 4.7. Hook3-Reaktivität findet sich vor allem kortikal, im Thalamus, im Mesencephalon
und Stratum granulosum des Cerebellum.
4.3.6 Kolokalisation von τ-Aggregaten mit Hook1 und Hook3
Vorversuche hatten gezeigt, dass Hook1 und Hook3 in humanem Gewebe mit τ -Aggregaten kolokalisiert
sind. Uns interessierte daher, ob dieser Befund in P301L-Mäusen reproduzierbar sei.
Hook1: Die Kolokalisation bestätigte sich in der Immunfluoreszenzfärbung. Es zeigte sich generell eine
Übereinstimmung von τ -Aggregat-vulnerablen Kerngebieten mit Hook-reaktiven Kerngebieten (laterales
hypothalamischen Areal, periaquäduktales Grau, Kerngebiete des Hirnstamms, Teile des Kortex). Zur
Kolokalisation der von Hook1 und Hook3 wurden die Schnitte als sog. „Stapel“(„stacks“) im LSM auf-
genommen. Das LSM nimmt die verschiedene Ebenen innerhalb des Schnittes einzelnd auf. Durch diese
Technik ist es möglich, die Zelle innerhalb der Schnittebene dreidimensional aufzulösen. Es kann dadurch
zwischen einer Überlagerung von Fluoreszenzsignalen aus verschiedenen Ebenen des Schnittes und einer
tatsächlichen Kolokalisation differenziert werden. Es zeigte sich eine teilweise Kolokalisation von Hook1
mit den τ -Aggregaten der p301l-Maus (siehe Abb.4.12). AT100-positive Zellen waren zum Teil auch Hook1
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Abbildung 4.10: Diaminobenizidin-immunhistochemische Markierung von Hook3 im murinen Kortex; A-D: Übersichtsaufnah-
men, aufgenommen proximal des Sulcus centralis, Schnittebene durch das Frontalhirn. A: Wildtyp, B: hτ -Mausmodell, C:
τ -KO, D: p301L. E: Detailsaufnahme aus dem Kortex bei Wildtyp. Man beachte die zytoplasmatische, teils bis in die Axone
ziehende granuläre Markierung von Hook3.
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Kerngebiet Hook1 Hook2 Hook3
(1) Telencephalon
Kortex (retrosplenial) +/- +/- +++/+
Kortex (sekundärer somatosensibler/auditorischer C.) +/- ++/- +++/++
Hippocampale Pyramidenzellen +/- +/- +/++
Gyrus dentatus ++/- +/- +++/+
Striatum /- /- /+
MhB ++/+ /- ++/++
(2) Diencephalon
Thalamus +/- +/+ ++/++
-paraventrikulärer Nucleus /+




Substantia grisea periaquaeductalis /? /- /++
Nucleus Ruber, pars magnocellularis /+++ /++ /++
Substantia nigra /+ /+
(5) Cerebellum
Stratum moleculare /- /++ /-
Purkinje-Zellen /- /- /+
Stratum granulosum +/- +/- ++/-
(6) Hirnhäute, Ventrikel
Endothel, perivaskulär /- /++ /-
Tanyzyten, Ependym /- +++/+++ /-
Gliazellen ++ +++/+++ -/-
Pl. Choroideus ventriculi tertii/laterales /- +++/+++ /+
Tabelle 4.2: Übersicht über die Expression der Hook-Proteine nach Kerngebieten, ausgehend von DAB- und Fluoreszenzimmun-
histochemischen Schnitten; zur Schreibweise: DAB/Fluoreszenz, „-“=keine Reaktivität (nicht deutlich über dem Hintergrund
bzw. unspezifischen Signal), „+“=leichte Reaktivität, „++“=deutliche Reaktivität, „+++“=starke Reaktivität, stärkste mit
diesem Antikörper beobachtete
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Abbildung 4.11: Zytoplasmatische Immunoreaktivität von Neuronen mit Hook3-Antikörper in LSM-Aufnahme, Basalganglien.
Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm.
positiv, deutlich Hook1-positive Zellen fast immer τ -Aggregate-tragend. Allerdings war diese Lokalisation
vergleichbar mit einer hohen Schnittmenge, weder waren alle Hook1-positiven Zellen AT100-positiv, noch
waren alle AT100-positiven Zellen deutlich Hook1-reaktiv. Durch Auszählung von bestimmten τ -Aggregat-
vulnerablen Kerngebieten, kann geschätzt werden dass circa 80-90% der Hook1-positiven Zellen in diesen
Kerngebieten auch AT100-positiv sind, allerding nur circa 30-40% der AT100-positiven Zellen auch Hook1-
positiv. Erschwert wurde die Analyse des Grades der Kolokalisation durch die Hintergrundfluoreszenz bzw.
unspezifische Fluoreszenz durch die Lipofuscinautofluoreszenz.
Die Kolokalisation von Hook3 lässt sich schwerlich quantifizieren. Da es bei der Reaktivität von Hook3
keine deutlichen Unterschiede zwischen den Zellen gibt, sondern sich eher eine homogene Anfärbung aller
Zellen zeigt, wobei einige Zellen innerhalb dieser AT100-positiv sind, lässt sich nicht sagen, dass es eine
deutliche Kolokalisation gibt. Zellen, die sehr stark AT100-positiv sind, sind allerding meist auch stärker
Hook3-positiv. Dabei ändert sich die zelluläre Morphologie der Hook3-Reaktivität, sie ähnelt der Verteilung
der AT100-Reaktivität der entsprechenden Zelle.
4.3.7 Kolokalisation glialer Marker mit Hook2
Um feststellen zu können, in welcher Subpopulation der Gliazellen Hook2 lokalisiert ist, führten wir eine
Doppelmarkierung von Wildtyp-Hirnschnitten mit einem gegen das saure Gliafaserprotein (GFAP) gerich-
teten monoklonalen Antikörper und dem Hook2-Antikörper durch. Hook2 ist deutlich kolokalisiert mit
GFAP. Die Verteilung ist allerdings etwas unterschiedlich, da GFAP vor allem in den Fortsätzen der Astro-
glia anfärbbar ist und der Hook2-Antikörper auch das Soma färbt (s. Abb. 4.14).
Um herauszufinden, ob Hook2 eventuell auch in Mikroglia oder aktivierter Mikroglia nachweisbar ist, führ-
ten wir eine Dreifachmarkierung von P301L-Maus-Hirnschnitten mit Hook2-, GFAP- und dem monoklo-
nalen IBA1-Antikörper durch. Es bestätigte sich, dass Hook2 vor allem in Astrozyten zu finden ist, eine
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Abbildung 4.12: Kolokalisation von Hook1-Reaktivität und τ -Reaktivität. Die Markierung von phospho-τ wurde mit dem
Antikörper AT100 durchgeführt. Der Anti-Hook1-Antikörper wurde mit einem cy-2-markiertem Sekundärantikörper detektiert
(grün), der AT100-Antikörper mit einem cy-3-markiertem Antikörper (rot). Der Maßstabsbalken entspricht 50µm.
Abbildung 4.13: Kolokalisation von Hook3-Reaktivität und τ -Reaktivität in Hirnstamm (obere Reihe) und Basalganglien
(untere Reihe), die Maßstabsbalken entspricht 50µm.
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Abbildung 4.14: Dreifachmarkierung von P301L-Maus-Hirnschnitten. Primäre Antikörper: IBA1, Hook2, GFAP. IBA-1 ist
mit einem cy-2-markiertem (grün) sekundärem Antikörper gefärbt, Hook2 mit cy-3 (rot), GFAP mit cy-5 (violett). Es zeigt
sich eine deutliche Kolokalisation von Hook2 mit GFAP, IBA-1 positive Mikroglia ist ebenfalls deutlich sichtbar, jedoch nicht
kolokalisiert. Die Maßstabsbalken entsprechen 20 µm.
Kolokalisation von Hook2 und IBA1 war nicht erkennbar.
52
5 Diskussion
Ziel der Arbeit war, die Verknüpfung zwischen Hook-Proteinen und Alzheimerscher Erkrankung weiter
zu charakterisieren. Hierzu wurde die Expression der Hook-Proteine in humanem Gewebe untersucht. Es
wurden kryokonservierte Proben aus dem Gehirn von nicht-Erkrankten und von Alzheimer-Erkrankten in
verschiedenen Braak-Stadien untersucht, um herauszufinden, ob die Expression im Laufe der Erkrankung
unterschiedlich ist. Um zu erforschen, ob die Hook-Proteine mit der τ -Pathologie verknüpft sind, wurden in
murinem Hirngewebe die drei Hook-Proteine immunhistochemisch dargestellt und deren Lokalisation und
Kolokalisation mit Tau-Aggregaten sowie glialen Markern untersucht. Außerdem wollten wir herausfinden,
ob alternative Spleißmuster der Hook-Proteine existieren und ob diese mit der Alzheimerschen Erkrankung
zusammenhängen.
5.1 Quantifizierung der Expression
Ziel dieser Untersuchung war die Quantifizierung des Expression von Hook-Proteinen. Dabei interessierte
uns zum einen, ob überhaupt alle Hook-Proteine exprimiert werden und in welchem Maße. Zum anderen
interessierte uns, wie sich die Expression im Laufe der Alzheimerschen Erkrankung verändert.
5.1.1 Qualität der mRNA, quantitative PCR bei postmortalem Gewebe
Die Aussagekraft jeder RT-PCR steht und fällt mit der Qualität des Ausgangsmaterials, in diesem Fall
mit der Qualität des postmortal entnommenen Hirngewebes. Dies gilt insbesondere bei der Untersuchung
von RNA, da diese bekanntlicherweise instabiler als DNA ist. Während bei einer einfachen PCR jedoch
(theoretisch) eine intakte Kopie der zu untersuchenden Sequenz genügt und somit eine schlechte Kon-
servierung unter Umständen ohne Konsequenzen bleibt, ist es bei einer Quantifizierung von Expression
essentiell, dass die RNA möglichst gut konserviert ist, v.A. aber die präanalytischen Umstände (Todesursa-
che, Postmortalzeit, also die Zeit zwischen Todeseintritt und Probeentnahme und Einfrieren der Probe) der
zu vergleichenden Fälle möglichst ähnlich sind. Hierzu ist anzumerken, dass die Postmortalzeiten der Pati-
entengruppen, die verglichen wurden, zwar ähnlich lang sind, aber insgesamt länger als wünschenswert. Die
quantitative, reverse Transkriptase real-time-PCR ist durch die vielen Arbeitsschritte, die lange Lagerung
des Hirngewebes und die exponentielle Amplifikationsreaktion sicherlich eine störungsempfindliche Metho-
de. Um möglichst viele Störungsfaktoren auszuschließen oder ihre Wirkung zu minimieren, wurden mehrere
Mechanismen technischer oder mathematischer Natur in die Durchführung und Analyse des Experiments
eingebaut.
• Durch eine Qualitätsüberprüfung der RNA mittels RNA-Gelelektrophorese wird zumindestens sehr
schlechte RNA ausgeschlossen, da bekannt ist, dass der rRNA-Abbau mit dem Abbau einiger mRNAs
gut korreliert (Ross et al., 1992). Dies sollte als erster Mechanismus vor einer groben Verfälschung
der Ergebnisse schützen.
• Des Weiteren wird die Konzentration an RNA für alle Ansätze gleich eingestellt. Eventuelle Konzen-
trationsunterschiede an Gesamt-RNA werden dadurch ausgeglichen.
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• Als dritter Mechanismus dient die parallele Untersuchung eines Referenzgens. Falls trotz der oben
genannten Maßnahmen einige Proben autokatalytisch stärker zersetzt sein sollten als andere, gilt dies
in gleichem Maße für das Referenzgen und die Verfälschung wird mathematisch ausgeglichen (s. Abs.
3.6.3).
• Schließlich werden durch Dreifachbestimmung jeder Probe Pipettierfehler detektiert und stochastische
Schwankungen ausgeglichen.
• Das gesamte Experiment wurde wiederholt, um auszuschließen, dass singuläre Fehler das Resultat
verfälschen.
Die Kombination dieser Mechanismen und Methoden ermöglicht es, trotz der Störanfälligkeit belastbare
Ergebnisse aus dem Experiment zu ziehen. Zur Veränderung der Gesamt-RNA-Konzentration im Gehirn
Alzheimererkrankter gibt es durchaus unterschiedliche Ansichten; Ross et al. (1992) konnten keine signifi-
kant niedrigere Konzentration von bestimmten mRNAs und rRNAs bei Patienten mit der Diagnose „Demenz
vom Alzheimer-Typ“ im Vergleich zu nicht Erkrankten feststellen (Ross et al., 1992), wohl aber eine starke
interindividuelle Variabilität. Eine andere Arbeitsgruppe kam allerdings zu dem Ergebnis, dass in Biopsie-
Gewebe Alzheimer-Erkrankter die RNA-Konzentration vor allem zytoplasmatisch um 26% niedriger als in
Kontrollfällen ist (Mann et al., 1981).
Aufgrund dieser Datenlage konnte davon ausgegangen werden, dass trotz interindividueller Unterschie-
de, eventuellem postmortalem Abbau von RNA und niedrigerer Expression von RNA im Hirngewebe von
Alzheimer-Erkrankten durch die oben genannten Mechanismen die Daten solide sein würden. Da die Am-
plifikationsreaktion exponentiell abläuft, sind grundsätzlich nur große Unterschiede messbar, da bei der
quantitativen PCR mittels Rotorgene eine CT-Wert-Differenz von 1 einer doppelt so hohen Ausgangskon-
zentration entspricht. Eine Differenz von 26% dürfte also mittels quantitativer RT-PCR nicht detektierbar
sein.
5.1.2 HPRT1 ist als Referenz-mRNA für Quantifizierung von RNA-Expression im Gewebe
Alzheimer-Erkrankter nicht geeignet
Es ist bekannt, dass der mRNA-Abbau von HPRT1 gut mit dem Gesamt-mRNA Abbau korreliert (Inoue
et al., 2002). In einem Mausmodell mit Epilepsie konnte außerdem kein Einfluss der neuronalen Aktivität
vor dem Tod auf die HPRT1-Expression nachgewiesen werden (Chen et al., 2001). Somit scheint HPRT1
als „housekeeping gene“ eine gute Referenz für die Quantifizierung von mRNA-Expression, v.A. bei der
Verwendung von postmortal entnommenen Gewebeproben.
Es zeigte sich jedoch, dass die Quantifizierung mit der gewählten Referenzsonde nicht möglich ist, da die
Unreguliertheit dieses „housekeeping genes“ trotz bereits vorhandener Datenlage nicht gegeben ist. Ver-
gleicht man die Proben der Gruppe der Alzheimer-Erkrankten mit denen der Kontrollgruppe, zeigen sich
deutliche Differenzen. Die Expression von HPRT nimmt drastisch ab, wenn man diese auf die Gesamt-RNA
normiert. Da HPRT1 eigentlich gut mit der Qualität der RNA insgesamt korreliert (Inoue et al., 2002),
muss dies ein Effekt der Regulation bei der Alzheimerscher Erkrankung sein. Aufgrund der Versuche durch
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Chen et al. scheint es unwahrscheinlich, dass dies mit Aktivität der Neurone kurz vor Tod zusammenhängt,
da ein zweistündiger Status epilepticus keine Veränderung der Expression verursachen konnte (Chen et al.,
2001). Chronische Hypoperfusion und Aktivitätsverringerung, wie sie bei der Alzheimerschen Erkrankung
im temporalen Kortex vorkommen, könnten eine Rolle spielen.
Dass eine vollkommene Unreguliertheit der Expression einzelner, bestimmter Gene niemals gegeben ist,
liegt in der Natur der Biologie. Es ist bekannt, dass HPRT1 im Laufe der embryonalen Entwicklung deut-
lich reguliert ist (Brosh et al., 1990). In kultivierten Gliazellen wurde außerdem eine Hochregulation der
sog. „salvage pathway“-Enzyme des Purin und Pyrimidinstoffwechsels während der Alterung beobachtet,
entgegengesetzt der Abnahme der Aktivität der „de-novo“-Synthese-Enzyme (Zoref-Shani et al., 1995). Au-
ßerdem wurde beobachtet, dass die Enzymaktivität stärker in den Gliazellen als in den Neuronen selber
ist, wobei dies auch von der gewählten Zellkultur abhängt (Zoref-Shani et al., 1995). Trotzdem hat sich
HPRT1 als Standardreferenzgen in unterschiedlichen Organen und pathologischen Zuständen (Hirn, Lun-
ge, Herz, Leber in Wildtyp-Ratten (Inoue et al., 2002), Lunge bei kleinzelligem Lungenkarzinom (Gresner
et al., 2009), Gehirn bei Schlafentzug (Lee et al., 2009), Gehirn bei Glioblastoma (Valente et al., 2009),
etc.) bei der Quantifizierung von mRNA bewährt. Unsere Ergebnisse zeigen einmal mehr, dass ein Refe-
renzgen prinzipiell für jedes Setting (zu untersuchende Pathologie, betroffenes Organ bzw. Gewebe, Art der
Probengewinnung) geprüft werden muss. Im Fall der Alzheimerschen Erkrankung ist HPRT1-mRNA als
Normierungssignal nicht geeignet.
5.1.3 Tau als Referenzgen
Aus der vorangegangenen Diskussion geht hervor, welche Eigenschaften ein Referenzgen haben muss, um
für den Anforderungen einer Quantifizierung von Hook-Isoformen-mRNA gerecht zu werden: Es sollte,
abgesehen von einer eventuellen Gesamtabnahme der RNA-Konzentration bei Alzheimer, nicht reguliert
sein, sondern möglichst konstant exprimiert sein, bzw. in seiner Konzentrationsabnahme der Abnahme der
Gesamt-RNA entsprechen, um so einen von dieser Gesamtabnahme unabhängigen regulatorischen Effekt
bei der Expression unserer „genes of interest“ nachweisen zu können. Als Kandidat dafür kam das τ -Gen
selber in Betracht, da es auf RNA Ebene (nicht auf Proteinebene! Khatoon et al., 1994) konstant exprimiert
wird (RNAse-Protection-Assay, Goedert et al., 1989, und RT-PCR-Daten Ingelsson et al., 2006). Durch die
Arbeiten von Ingelsson et al. ist bekannt, dass 4R sowie 3R-τ -mRNA bei Alzheimerscher Erkrankung bezo-
gen auf die Gesamt-RNA-Menge leicht (nicht-signifikant) geringer exprimiert sind und auf GADPH bezogen
konstant exprimiert sind. Bei unserer Quantifizierung fand sich ein leichter Abfall in der Konzentration,
der allerdings wesentlich geringer ausfiel als bei HPRT1. Die Ergebnisse der Quantifizierung von τ -mRNA
stimmen also mit denen von Ingelsson et al. überein (Ingelsson et al., 2006). Somit kann die τ -mRNA als
interne Referenz für unsere Fragestellung als validiert angesehen werden.
Die auf die Gesamt-RNA bezogene Abnahme könnte eine Folge des partiellen Abbaus der RNA sein. Durch
eine Fragmentierung, die eine Amplifikation einer Sequenz verhindern kann, nimmt nicht zwangsläufig die
gemessene Konzentration von RNA (Spektralphotometrische Messung bei 260µm) ab. Eine hydrolytische
Spaltung einer mRNA kann die Amplifikation dieser in der PCR bereits verhindern, wenn sie in dem Teil der
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mRNA liegt, der zwischen den Primern oder im Primerbindungsbereich lokalisiert ist. Die Extinktion bei
Messung der RNA-Konzentration ist dadurch aber noch nicht eingeschränkt, da die mRNA-Konzentration
nicht abgenommen hat, lediglich die Fragmentierung der RNA. Inwiefern dies im Zusammenhang mit der
Alzheimerschen Erkrankung steht, ist allerdings unklar.
Eine andere mögliche Erklärung wäre, dass der von Mann et al. (1981) beschriebene Effekt der Abnahme
der mRNA doch größer ist, als bisher angenommen. Durch das präterminale Stadium der Erkrankung oder
die mit der Krankheit assoziierten Todesursachen könnte die Transkription oder der Abbau von RNA be-
einflusst sein.
Da es jedoch in der Quantifizierung um den Nachweis eines hiervon unabhängigen Effekts auf die Expression
ging, ist die leichte Abnahme von τ als eine Bestätigung zu sehen, dass dieses Gen in seiner Expression auf
mRNA-Ebene nicht explizit verändert ist, sondern lediglich die Gesamttendenz der mRNA-Konzentration
widerspiegelt und somit als Referenz geeignet ist.
5.1.4 Hook-Expression
Die Ergebnisse der Hook1-, Hook2- und Hook3-mRNA-Quantifizierung aus humanem Hirn (Temporallap-
pen) stimmen mit den Ergebnissen aus immunhistochemischen Untersuchungen im humanen Gehirn und in
Mausmodellen der τ -Pathologie (s. U.) überein. Hook3, dass immunhistochemisch (in Mausmodellen und
humanem Gewebe) die stärkste Reaktivität zeigt, hat auch die höchste Kopienzahl pro µg RNA. Hook2,
welches die niedrigste Kopienzahl aufweist, ist auch immunhistochemisch nur schwach detektierbar(auch
dies gilt sowohl für humanes Gewebe (Herrmann, 2010), sowie für Mausgewebe, s.U.).
Bei der Alzheimerschen Erkrankung konnte die vermutete Abnahme der Expression der Hook-mRNAs in
Analogie zur Abnahme der Proteinkonzentration in Proteinextraktionen überraschenderweise nicht nach-
gewiesen werden. Die Expressionsniveaus von Hook1 und Hook3 sind relativ konstant. Nur Hook3 zeigt
eine tendenziell höhere Expression im temporalen Kortex Alzheimer-Erkrankter im Braak-Stadium V-VI
im Vergleich zum Gewebe nicht-Erkrankter (Braak and Braak, 1991). Deutlich hingegen ist die höhere
Expression von Hook2 im Vergleich von BraakI-IV mit Kontrollen (p=0,147), Braak V-VI mit Kontrollen
(p=0,008) und BraakI-VI mit Kontrollen (p=0,021). Dies ist wahrscheinlich bedingt durch dessen Lokali-
sation in Astrogliazellen (s.U.), denn:
1. Bei der Alzheimerschen Erkrankung kommt es zu einer Entzündungsreaktion im ZNS. Entzündliche
Reaktionen werden bei Alzheimerscher Erkrankung, wie auch bei anderen entzündlichen Reaktionen
im ZNS, vor allem von Mikroglia- und Astrogliazellen unterhalten (Farfara et al., 2008; Frosch et al.,
2004). Reaktive Astrozyten sind ein Bestandteil neuritischer Plaques und die Konzentration von
v.A. astroglial exprimiertem S100b („S100 calcium binding protein B“) korreliert mit der Menge der
neuritischen Plaques im Temporallappen (Proben für die Quantifizierung wurden ebenfalls aus dem
Temporallappen entnommen, Marshak et al., 1992).
2. Im Verlauf der Alzheimerschen Erkrankung kommt es zu einer Abnahme der Proteinexpression und
der mRNA-Transkription. Diese Reduktion kommt vor allem in den Neuronen und nicht in den Glia-
zellen vor (Doebler et al., 1988). Dies könnte einen Beitrag zur relativen Erhöhung liefern, da Hook2
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vor allem glial und τ vor allem neuronal lokalisiert ist(Buée et al., 2000).
Interessant scheint in diesem Kontext die Rolle von Hook2 über die Wheeler et al. spekulieren: Sie gehen
davon aus, dass Hook2 eine Minderung der Tauopathie bewirkt, da es die Aggresomenbildung fördert (Sze-
benyi et al., 2007b; Wheeler et al., 2010). Insofern könnte die Hochregulation von Hook2 eine protektive
Funktion haben, da es nach Wheeler et al. vor allem die Elimination der toxischen Protofilamente fördert.
Die gleichbleibenden Expressionsniveaus von Hook1 und Hook3 auf mRNA-Ebene und die Abnahme der
Proteinkonzentrationen könnten durch einen erhöhten Protein-turnover bedingt sein. Möglich ist auch ei-
ne gleichbleibende Expression bei einer geringeren Nachweisbarkeit im Western Blot durch Bindung der
Proteine an neurofibrilläre Tangles.
5.2 Immunhistochemie
5.2.1 Spezifität der Antikörper
Die Spezifität der polyklonalen Hook-Antikörper ist durch Affinitätsaufreinigung optimiert und durch Tes-
tung am Western Blot belegt. Eine Kreuzreaktivität mit anderen Antigenen kann nicht restlos ausgeschlos-
sen werden. Die Analogie der Färbungsmuster zwischen humanem Gewebe mit Antikörpern gegen humanes
Hook und Mausgewebe mit Antikörpern gegen Maus-Hook-Proteine macht jedoch das Vorliegen von falsch
positiven Anfärbungen durch Kreuzreaktivität mit anderen Antigenen unwahrscheinlich.
Der AT100 ist ein etablierter, phosphorylierungsabhängiger (Threonin 212, Serin 214) Antikörper zur Mar-
kierung von aggregiertem τ . Er ist allgemein als Referenz-Antikörper akzeptiert. Da es in der Fragestellung
vor allem um die tatsächliche Aggregation und nicht um die Phosphorylierung einzelner Epitope ging, ist
er die erste Wahl zur Detektion von τ -Protein-Aggregaten (s. Abs. 3.7.1).
Der IBA1-Antikörper („ionized calcium binding adapter molecule 1) ist als spezifischer Antikörper für
Mikroglia durch mehrere Publikationen etabliert worden(Ito et al., 1998; Imai et al., 1996), positive Erfah-
rungen innerhalb des Labors bestätigten die Qualität und Spezifität des Antikörpers. Da es sich um einen
polyklonalen Antikörper handelt, kann die individuelle immunologische Antwort des immunisierten Tieres
die Eigenschaften des Antikörper von Lot zu Lot leicht variieren.
GFAP ist das etablierteste Antigen zur Markierung von Astrozyten. Hier konnte auf sehr gute Erfahrun-
gen zur GFAP-Detektion innerhalb des Labors zurückgegriffen werden. Da es sich um einen monoklonalen
Antikörper handelt, sollte die Variabilität der Bindung sehr wenig schwanken.
5.2.2 Mausmodelle
Die P301L-Maus wurde als Modell der τ -Aggregation gewählt, weil sie gut charakterisiert ist und eine
sehr ausgeprägte τ -Pathologie entsteht. Allerdings entsprechen weder die hirnanatomische Verteilung der τ -
Pathologie noch die klinische Symptomatik dieser Mäuse der Alzheimerschen Erkrankung des Menschen. Die
zugrundeliegende Mutation ist mit der Frontotemporalen Demenz mit Parkinsonismus assoziiert (J. Lewis
et al., 2000). Die Expression des Transgens durch einen heterologen Promoter bedingt die Unterschiede der
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τ -Pathologie dieses Mausmodells zur τ -Pathologie der „echten“ Alzheimerschen Erkrankung.
Die hτ -Maus exprimiert unmutiertes humanes τ etwa 1,5fach stärker als endogenes τ . Dieses transgene
Mausmodell sollte das untersuchte Spektrum erweitern und ein Modell darstellen, dass der Alzheimerschen
τ -Pathologie stärker ähnelt. Sie ist genetisch der Alzheimerschen Erkrankung ähnlicher, allerdings hat sie
einen gering ausgeprägten Phänotyp (Andorfer et al., 2003). Insofern sollte sie die Ergebnisse aus der
P301L-Maus ergänzen, die P301L-Maus mit solider, allerdings „dyslozierter“ Pathologie, die hτ -Maus mit
subtilerer, aber orthotoper Ausprägung.
Durch die Untersuchung der τ -KO-Maus erhofften wir uns, gegebenenfalls auch Auswirkungen eines „loss-
of-function“ von τ auf die Verteilung der Hook-Proteine zu erfassen.
Die Untersuchung eines Wildtyptiers ist nötig, um Aussagen über die physiologischen Zustand machen zu
können und physiologische von pathologischen Erscheinungen abgrenzen zu können.
5.2.3 Verteilung der Hook-Proteine im ZNS der Maus
Eine grundsätzliche Verschiebung der Lokalisation durch Veränderung der τ -Expression wurde nicht be-
obachtet. Die Verteilung der Hook-Proteine entsprach größtenteils der Verteilung im humanen Gewebe.
Es sollte jedoch erwähnt werden, dass lediglich eine Auswahl an Kerngebieten verglichen wurden (siehe
Tab.4.2)
5.2.4 Kolokalisation von Hook-Proteinen mit τ-Aggregaten und Tangles
Die Vermutung einer Kolokalisation der Hook-Proteine mit τ -Aggregaten bestätigte sich bereits in den
DAB-Einfachmarkierungen. In P301L-Tieren färbten sich mit Hook1 und Hook3-Antikörpern distinkte
Zellen, die homogen granulär, rundlich bis in die Neuriten hinein gefärbt waren. Diese sind nicht im Wild-
typtier oder im τ -KO-Tier zu beobachten (s. Abb. 4.5), allerdings auch im Kortex von τ -transgenen Mäusen.
Der Nachweis einer Kolokalisation kann natürlich nur eine Doppelmarkierung von Hook1 und aggregiertem
τ liefern. Die Aufnahmen im LSM liefern den Beweis, dass die Kolokalisation der Doppelmarkierung auch
in der gleichen Ebene ist und eine Doppelmarkierung nicht auf dem Überlagern zweier Signale aus unter-
schiedlichen Ebenen der Färbung resultiert (s. Abb. 4.12). Da die Fluoreszenzfarbstoffe mit monochromem
Licht angeregt werden, kann ausgeschlossen werden, dass eine Kolokalisation durch ungenügend spezifische
Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe vorgetäuscht wird.
Dieser Befund ist kongruent mit der Kolokalisation in humanem Gewebe. Die P301L-Maus zeigt sich so-
mit als Modellorganismus geeignet, um die molekularpathologischen Veränderungen der Alzheimerschen
Erkrankung aus humanem Gewebe zu reproduzieren. Insofern wäre es interessant, dieses Mausmodell zur
weiteren Analyse des Einflusses der Hook-Proteine auf die Pathologie zu untersuchen.
Für Hook3 war im Vorfeld eine Kolokalisation mit NFTs im Gewebe Alzheimer-Erkrankter post mortem
nachgewiesen worden (Herrmann, 2010). Diese Form der Kolokalisation ließ sich im P301L-Mausmodell
nicht so deutlich reproduzieren. Eine Anfärbung von großen τ -Aggregaten war allerdings vorhanden.
Was sagt uns diese Kolokalisation? Über die Reihenfolge der Abläufe innerhalb des Neurons, die zur Ak-
kumulation von Hook1 und bei großen τ -Aggregaten auch von Hook3 führen, kann nur spekuliert werden.
Grundsätzlich sind drei Erklärungen für die gleichzeitige Akkumulation von Hook-Proteinen und phospho-
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ryliertem, aggregiertem τ denkbar:
1. Die Kolokalisation beruht nicht auf einer spezifischen Protein-Protein-Interaktion oder sonstiger Bin-
dung. Denkbar wäre beispielsweise, dass Hook1/3 lediglich aggregieren, weil der intrazelluläre Trans-
port gestört ist, was bei der Alzheimerschen Erkrankung bereits früh beobachtet wird (Stokin et al.,
2005). Durch die Hyperphosphorylierung von τ und dem daraus resultieren Funktionsverlust kommt
es zu einer Destabilisierung der Mikrotubuli (Alonso et al., 1994). Dies wiederum könnte die Hook-
Proteine, die eine Mikrotubulibindungsdomäne enthalten (Walenta et al., 2001), in ihrer Funktion
stören, sodass sie aggregieren. Das würde auch erklären, warum Hook2 als einziges Protein nicht mit
Tangles kolokalisiert ist: Es ist neuronal nicht exprimiert. τ ist auch in P301L-Mäusen hyperphos-
phoryliert, dies ist durch Charakterisierung des Mausmodells durch Ramsden et al. (2005) bekannt
und auch Bedingung für die Bindung des AT100-Antikörpers, der die τ -Aggregate deutlich färbt. Die
Aggregation von τ führt also zur Akkumulation von Hook1 und Hook3. Eine Bindung von Hook1
und Hook3 an die τ -Aggregate ist nicht zwingend notwendig. Zusätzlich könnte allerdings auch die
höhere Expression von Hook1 und Hook3 in den Tangle- bzw. τ -Aggregaten-tragenden Zellen als
einen Versuch der Zelle sehen, überschüssiges, phosphoryliertes und aggregiertes τ abzubauen. In ei-
nem Tiermodell der Tauopathie in Caenorhabditis elegans wurde gezeigt, dass SUT-2 („suppressor
of τ “) für die Neurodegeneration nötig ist (Guthrie et al., 2009, 2011). SUT-2 interagiert mit dem
Hook-Homolog ZYG-12. Es wurde spekuliert, dass dieser Mechanismus über die bessere Aggresomen-
funktion durch das Hook-Homolog ZYG-12 nach Verlust von SUT-2 vermittelt wird (Wheeler et al.,
2010). In humanem Gewebe existiert MSUT2, das mit Hook2 interagiert (Wheeler et al., 2010). Gegen
diesen verstärkenden Mechanismus spricht allerdings die relativ gleichbleibende Expression von Hook1
und Hook3, die ja die kolokalisierenden Proteine darstellen. Hook2, das Protein, was mit MSUT2 in-
teragiert, wird allerdings stärker exprimiert. Außerdem muss angemerkt werden, dass Hook2 in der
Astroglia exprimiert wird, während vor allem Neuronen Tangles bilden.
2. Hook könnte eine pathogenetische Rolle in der Bildung von neurofibrillären Tangles spielen. Hook1-
Ortholog BTN-2 in Saccharomyces cerevisiae interagiert mit den Retromerkomplexproteinen VPS26
und 35 (Kama et al., 2007), über deren Defizienz als begünstigender Faktor bei der Entstehung von
Alzheimerscher Erkrankung diskutiert wird, sowohl bei der Amyloid-, sowie auch der τ -Pathologie
(Muhammad et al., 2008; Small and Duff, 2008). Die Kausalität wäre in diesem Fall andersherum:
Hook1/Hook3 begünstigen die Bildung des τ -Aggregats bzw. Tangles. Dies wäre in Analogie zu an-
deren in Tangle-tragenden Zellen erhöhten Proteinen wie GSK-3β (Pei et al., 1999) oder CDK-5 (Pei
et al., 1998) zu sehen, die ebenfalls eine pathogenetische Rolle spielen und mit Tangles kolokalisiert
sind. Eine Kreuzung von Hook-knock-out-Maus mit P301L-Mäusen könnte eine Aussage über den
eventuellen Einfluss von Hook1 auf die Aggregation von NFT machen. Zum tiefergehenden Verständ-
nis des Zusammenhangs zwischen Hook-Proteinen, intrazellulärem Transport und τ -Pathologie wäre
es außerdem nötig, genaueres über die Funktionsweise der Hook-Proteine zu wissen. Die bisherige
Forschung hat vor allem viel Erkenntnis über die Folgen von Überexpression und die Assoziation von
Hook-Proteinen mit anderen Proteinen ergeben, ohne dass die physiologische Funktion in vivo klar
definiert werden kann.
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3. Die dritte Möglichkeit wäre, dass Hook1- und Hook3 tatsächlich Teil der Struktur der Tangles sind und
während des Akkumulationsprozesses bereits in die Filamente eingebaut werden. τ ist zwar der Haupt-
bestandteil der neurofibrillären Tangles, aber nicht der einzige Bestandteil. Es gibt andere Proteine,
die eventuell auch Teil dieser Strukturen sind (Intermediärfilamente, weitere Mikrotubuli-assoziierte
Proteine, Mikrofilamentproteine, Ubiquitin; Wischik, 1989). In Analogie zu diesen Proteinen könn-
ten Hook1 und Hook3 als neuronal exprimierte, Mikrotubuli-bindende Proteine unspezifisch mit in
die Tangles eingebaut werden bzw. an diese binden, ohne dass es pathogenetische Wechselwirkungen
zwischen der Aggregation von τ und Hook-Proteinen gäbe.
5.2.5 Hook1 und nichtsynaptische Signaltransduktion
Einen Hinweis auf die Funktion von Hook1 gibt uns die spezifische Lokalisation in hypothalamischen Kern-
gebieten (Nucleus supraopticus, Nucleus paraventricularis). Diese beiden Kerngebiete unterteilen sich je-
weils in magnozelluläre und parvozelluläre Anteile, sowie Interneurone. Parvo- und magnozelluläre Anteile
sind neuroendokrin aktiv. Hier färbt der Hook1-Antikörper die Zellkörper granulär und markiert ebenfalls
Bouton-artige Strukturen sowie Varikositäten.
Magnozelluläre Zellen sezernieren die Hormone Arginin-Vasopressin und Oxytocin in das venöse Geflecht
der Neurohypophyse und der Eminentia mediana. Sie sind daher wesentlich für die Regulation der Was-
serretention und des Blutdruckes (Vasopressin, syn. Antidiuretisches Hormon; ADH, Armstrong, 2004),
sowie der Gebärmutterkontraktion während des Geburtsvorgangs, der Laktation, des sozialen Zusammen-
halts zwischen Mutter und Kind (Uvnas-Moberg and Petersson, 2005). Beide Hormone haben eine hohe
Sequenzhomologie.
Parvozelluläre Zellen sezernieren ein großes Spektrum von Mediatoren und Hormonen in die Eminentia
mediana: u.A. AngiotensinII (ATII), atriales natriuretisches Hormon (ANP), Bombesin, corticotropin re-
leasing hormone (CRH), thyreotropin releasing hormone (TRH), Somatostatin. Von der Eminentia mediana
gelangen die Hormone über einen Portalkreislauf in die Adenohypophyse, wo sie z.T. die Freisetzung von
hypophysären Hormonen bewirken.
Bei der durchgeführten Hook-Immunhistochemie besteht sicherlich die vage Möglichkeit, dass die Färbung
durch eine Kreuzreaktion mit einem der genannten Peptide entstanden ist. Dagegen spricht allerdings die
Intensität der Färbung und die Anfärbung der Varikositäten der Dendriten, die eine typische Orientierung
zum dritten Ventrikel hin haben, bei Aussparung der Axone. Die Axone sind in diesem Areal typischerweise
nach lateral ausgerichtet, bis sie sich mit den Fasern des Nucleus supraopticus vereinen und zur Eminentia
mediana ziehen (Armstrong, 2004). Sie sind nicht immunoreaktiv. Die Dendriten sind in diesem Bereich
in der Lage, Peptidhormone zu sezernieren (Ludwig, 1998), z.T auch in die Ventrikel (Vigh et al., 2004),
wobei ihnen sogar chemo- bzw. lumisensitive Eigenschaften nachgesagt werden (Vigh et al., 2004). Hook1
könnte mit diesen Sekretionsprozessen und intrazellulären Signaltransduktion von den Dendriten zum So-
ma assoziiert sein. Vorstellbar wäre eine Rolle bei der Beladung von Vesikeln zum Transport entlang von
Mikrotubuli als „linker“-Protein (Walenta et al., 2001). Dies wäre allerdings ein neuer Befund, da eine solche
Funktion in der Sekretion bisher nicht gezeigt wurde. Spekuliert wurde bisher vor allem über die Rolle beim
Sortieren von Vakuolen zwischen Recycling und Abbau (Btn2; ein Hook1 Homolog, Kama et al., 2007).
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Aus der Forschung über das Drosophila-Hook-Protein sind vor allem die Regulation der Fusion von späten
Endosomen mit Lysosomen bekannt (Krämer and Phistry, 1996, 1999; Sunio et al., 1999; Sevrioukov et al.,
1999). Ein Anknüpfungspunkt für exozytotische Prozesse und Hook1 gibt es also nicht. Es ist allerdings
bekannt, dass dHook und deep orange in den Endosomen der neuromuskulären Endplatte angereichert
sind und wichtig für die Regulation der Synapsengröße sind (Narayanan et al., 2000). dHk-Antikörper fär-
ben ebenfalls präsynaptische Varikositäten. Die boutonartige Auftreibungen und die Varikositäten in der
immunhistochemischen Färbung von Hook1 im Hypothalamus bestätigen somit die Ergebnisse zu Droso-
phila in einem anderen Organismus und einem anderen funktionellem System. Die Selektivität der Färbung
auf den Hypothalamus könnte durch hohen Turnover an Membranproteine bedingt sein. Durch die hohe
Dynamik an Expression und Abbau von Membranproteinen werden u.U. auch mehr Hook-Proteine zur
Regulation oder Steuerung des Membranproteinturnovers benötigt.
5.2.6 Hook2-Lokalisation in Astrozyten
Die Gesamtreaktivität des Hirngewebes der Mäuse auf Hook2-Antikörper war relativ schwach. Dies deckt
sich mit immunhistochemischen Ergebnissen aus humanem Gewebe und der Quantifizierung der Expression
im humanen Gewebe. Hook2 ist von allen drei Isoformen am schwächsten exprimiert.
Mithilfe der Dreifachfluoreszenzmarkierung von Hook2, IBA1 und GFAP konnte deutlich gezeigt werden,
dass sich Hook2 in den Astrozyten befindet. Hierzu passt die stärkere Reaktivität im P301L-Mausmodell
im Vergleich zum Wildtyp-Tier. P301L-Tiere zeigen aufgrund der Entzündungsreaktion eine Gliose mit re-
aktiven Astrozyten, ein Befund, der durch die Arbeitsgruppe von Ramsden et al. (2005) bereits beschrieben
wurde. Gestützt wird dieser Befund noch durch die Ergebnisse der Hook-Quantifizierung (s. Abs. 5.1.4). In
Hirnproben der Gruppe der Alzheimer-Erkrankten ist Hook vermehrt exprimiert. Dies passt zu der Loka-
lisation, da Entzündungsprozesse im ZNS durch Mirko- und Astroglia vermittelt werden.
Daten zur intrazellulären Lokalisation von Hook gab es bisher vor Versuchen mit Zellkulturzellen (CAD
(Mausgehirn Katecholaminerge Neurone), RAW (Maus-B-Lymphozyten), Vero (Affennierenzellen)), wobei
Hook2 am Zentrosom lokalisiert war (Szebenyi et al., 2007a). Dies könnte die punktförmigen Strukturen im
Kortex erklären. Die Gliazellen exprimieren Hook2 allerding im Soma und in den Fortsätzen, eine distinkte
punktförmige Lokalisation war nicht zu erkennen. Über die subzelluläre Lokalisation lässt sich keine Aussa-
ge treffen. Kolokalisationsversuche mit Markern für verschiedene Organellen blieben in der Arbeitsgruppe
Walenta et al. (2001) ohne Erfolg.
Interessanterweise färbt der Hook2-AK des weiteren noch zwei spezifische Zellpopulationen im ZNS: die
periventrikulären Tanizyten und die Bergmann-Glia des Cerebellum. Die Bergmann-Glia wird zur sog. Ra-
dialglia gerechnet und wird als Subpopulation der reifen Astrozyten gesehen. Die Radialglia spielt eine
wichtige Rolle in der Entwicklung des ZNS. Über die Klassifikation, welche Zellen des ZNS zur Astroglia
gezählt werden sollte, gibt es keine vollständige Einigkeit. Interessant wäre, ob die der Bergmannglia ähn-
lichen Müllerzellen auch Hook2-positiv sind (Kimelberg, 2010).
Die Tanizyten sind ebenfalls eine spezialisierte Zellpopulation, die nur in diesem Areal des ZNS anzutreffen
ist. Eine Subpopulation der Radialglia differenziert im Laufe der perinatalen Entwicklung zu Tanizyten.
Während die meisten Radialgliazellen in Astrozyten differenzieren, zeigen Tanizyten Eigenschaften von
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Astrozyten und von Radialglia. Tanizyten endozytieren Moleküle aus dem Liquorraum und modulieren
die Wirkung von hypothalamischen GnRH (Gonadotropin releasing hormone)(Rodriguez et al., 2005). Die
typische Morphologie von Tanizyten wird durch Hook2-Antikörper deutlich dargestellt. Eine Rolle bei der
Endozytose und intrazellulären Transportprozessen ist in Analogie zu den anderen Hook-Proteinen denkbar.
Die Genealogie der Bergmann-Glia zeigt eine gewisse Verwandtschaft (beide stammen aus der Radialglia)
und die gleichartige Immunoreaktivität ist somit plausibel.
5.2.7 Hook3
Die starke Reaktivität des Hook3-Antikörpers in allen vier untersuchten Mausmodellen ist gut kongruent
mit seiner starken Expression auf mRNA-Ebene im postmortalen humanen ZNS-Gewebe und der immun-
histochemischen Lokalisation im humanen postmortalen Gewebe. Auch seine Lokalisation ist vereinbar mit
bereits bekannten bzw. postulierten Eigenschaften des Proteins. Die granuläre, den Kern aussparende Fär-
bung kann mit einer Lokalisation am Golgi-Apparat, Endosomen und Lysosomen erklärt werden. Walenta
et al. (2001) haben gezeigt, dass Hook3 teilweise mit dem Golgi-Apparat kolokalisiert ist und teilweise ohne
Golgi-Kolokalisation an kleine Vakuolen gebunden zytosolisch vorliegt. Auch die Verteilung im gesamten
ZNS steht nicht im Gegensatz zu bisherigen Erkenntnissen über die Funktion. Wenn Hook3 tatsächlich
essentiell für die Stabilisierung des Golgi-Apparates ist(Walenta et al., 2001), die Progression von Endo-
somen zu Lysosomen fördert (Shotland et al., 2003; Sano et al., 2007) und wichtig für die Sortierung von
Vakuolen als Teil des FTS/Hook1-3/p107FHIP ist (Xu et al., 2008), ist es nicht überraschend, dass es
nahezu ubiquitär im ZNS exprimiert ist. Durch Aufnahmen im LSM konnte die Lokalisation noch genauer
definiert werden, da die Zellen in verschiedenen Schnittebenen kurzen Abstands aufgenommen wurden.
Hierbei bestätigte sich die granuläre, zytoplasmatische Lokalisation mit scharfer Aussparung des Zellkerns.
5.3 Alternatives Spleißen
Die Ergebnisse der Versuche geben keinerlei Hinweis auf alternatives Spleißen. Schätzungen zu Folge werden
74-95% aller unreifen mRNAs alternativ gespleißt (Pan et al., 2008). Es ergeben sich mehrere Erklärungs-
möglichkeiten für diese vermeintliche Diskrepanz: (1) Ein alternatives Spleißen wurde lediglich nicht erfasst.
Dies scheint nur unter einer Bedingung plausibel: Wenn die alternative Spleißform sehr wenig exprimiert
wird, kann es sein, dass die Amplifikation der stärker exprimierten Form innerhalb des Reagenzgemisches
so viel früher abläuft, dass die Substrate (Nukleotide, Primer) schon verbraucht sind, bevor die zweite Form
ausreichend amplifiziert wird um im Gel erkennbar zu sein. Dagegen spricht allerdings, dass eine kürzere
Spleißform meist eine höhere Replikationseffizienz hat.
Ein alternatives Spleißen kann prinzipiell jedoch nicht ausgeschlossen werden. Grundsätzlich können im
Gel Längenunterschiede nur ab einer bestimmten Länge detektiert werden (ca. 20 bp). Nichttranslatierte
Bereiche wurden nicht untersucht, alternatives Spleißen in diesem Bereich könnte Einfluss auf das RNA-
Processing oder die Translationseffizienz haben. Falls allerdings ein Exon herausgespleißt wird, sollte dies
deutlich sichtbar sein, da die Exons meist eine Größe haben, die deutlich über der Grenze von 20bp liegt.
Ein Isoformen-switch im Verlauf der Erkrankung im translatiertem Bereich der Proteine konnte durch un-
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sere Versuche ebenfalls nicht gezeigt werden. Durch die fetalen Fälle wurde versucht, eventuelle alternative
Spleißmuster im Laufe der Fetalentwicklung zu erfassen. Viele Gene werden im Laufe der fetalen und em-
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Die Alzheimersche Erkrankung ist eine neurodegenerative Erkrankung des vornehmlich höheren Lebensal-
ters und ist durch zwei pathohistologische Hauptmerkmale gekennzeichnet: die Bildung von neurofibrillären
Tangles aus hauptsächlich hyperphosphoryliertem τ und der Ablagerung von β-Amyloid in senilen Plaques.
Außerdem ist die Erkrankung durch eine Störung des intrazellulären Transports charakterisiert. Über die
kausale Verknüpfung dieser pathogenetischen Mechanismen und deren Bedeutung für die klinische Sym-
ptomatik besteht Uneinigkeit. In Gewebeschnitten von humanem Hirngewebe konnte gezeigt werden, dass
Hook-Proteine an neurofibrillären Tangles binden und dass die Menge an humanen Hook-Proteinen im ZNS
im Laufe der Erkrankung abnimmt. Es sind drei Hook-Proteine in humanem Gewebe bekannt. Alle spielen
eine Rolle in der Regulation intrazellulärer Transportprozesse.
Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Rolle der Hook-Proteine im Verlauf der Alzheimerschen Er-
krankung. Dabei sollte die Expression von humanem Hook in verschiedenen pathohistologischen Stadien
(Braak-Stadien) der Erkrankung und die Lokalisation der Hook-Proteine in verschiedenen Mausmodellen
der Tauopathie (P301L-τ -transgene Mäuse, human-τ -transgene Mäuse, τ -Knock-out-Mäuse und Wildtyp-
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mäuse) untersucht werden. Außerdem sollte nach alternativen Spleißformen der Hook-Gen-Transkripte
gesucht werden.
Die Untersuchung der Expression der Hook-Gene aus autoptischem Hirngewebe mittels reverse-Trans-
kriptase-real-time-Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reacti-
on; PCR) ergab eine konstante Expression von Hook1 und Hook3 in den verschiedenen Stadien der Er-
krankungen und eine Zunahme der Expression von Hook2 in höheren Erkrankungsstadien bei Bezug auf
das Referenzgen τ . HPRT1, ein etabliertes Referenzgen bei der Verwendung von real-time-PCR zeigte eine
starke Abnahme in höheren Braak-Stadien der Alzheimerschen Erkrankung und ist somit als Referenzgen
für diese Fragestellung ungeeignet. Die Anzahl der Kopien Hook-mRNAs (pro µg RNA) konnte ebenfalls
errechnet werden; insgesamt ist Hook3 stärker als Hook1 und Hook1 wiederum stärker als Hook2 expri-
miert.
Die immunhistochemischen Untersuchungen ermöglichten eine Einschätzung der räumlichen Lokalisation
der Hook-Proteine im ZNS. Hook1-Immunoreaktivität ist spezifisch in hypothalamischen Kerngebieten
lokalisiert, dort sind sowohl Zellkörper als auch Dendriten stark immunoreaktiv. Ansonsten zeigt es ei-
ne schwache zytoplasmatische, neuronale Reaktion im gesamten zentralen Nervensystem der untersuchten
Mäuse. Hook2 ist neben einer juxtanukleären Lokalisation in Neuronen des Kortex vor allem in Gliazellen
lokalisiert. Kolokalisation mit verschiedenen Markern für Subpopulationen der Glia (saures Gliafaserprotein
für Astrozyten und ionisiertes Kalzium-bindendes Adaptermolekül 1 für Mikrogliazellen) zeigten, dass es
sich um Astrozyten handelt. Auch die zerebelläre Bergmann-Glia, sowie den Ventrikel auskleidende Epen-
dymzellen und Tanizyten zeigten eine deutliche Immunoreaktivität auf den Hook2-Antikörper. Hook3 ist im
gesamten murinen ZNS neuronal lokalisiert und zeigt eine granuläre, zytoplasmatische Lokalisation. Hook1
und Hook3 Antikörper färbten pathologische, mittels Antikörper AT100 markierte τ -Aggregate in P301L-τ -
und human-τ -transgenen Mäusen. Abgesehen von dieser Kolokalisation unterschied sich die Immunoreak-
tivität auf Hook1 und Hook3-Antikörper in den verschiedenen Mausmodellen nicht. Eine Abnahme der
Immunoreaktivität von Hook1 und Hook3, wie sie in Gewebeschnitten aus humanem Hirngewebe gezeigt
wurde, zeigte sich nicht.
Die Exon-überspannenden, nicht-quantitativen Reverse-Transkriptase-PCR-Untersuchungen ergaben kei-
nen Hinweis auf alternative Spleißmuster von Hook1, 2 oder 3, wobei verschiedene Gewebeproben unter-
sucht wurden: sowohl Proben aus dem Gewebe an Alzheimer erkrankten Individuen, sowie aus dem Gewebe
neurologisch Gesunder. Auch in Proben von fetalem Hirngewebe fand sich kein Hinweis auf alternatives
Spleißen.
Die Erhöhung der Expression von Hook2 im Hirngewebe (Temporallappen) Alzheimer-Erkrankter kann
durch seine Lokalisation erklärt werden; die Astroglia wird bei Neuroinflammation aktiviert. In Hook2-
markierten Hirnschnitten aus dem Gewebe P301L-τ -transgener Tiere fanden sich deutlich mehr markierte
Zellen.
Die immunhistochemische Befunde zur Lokalisation und Kolokalisation mit τ -Aggregaten decken sich mit
den Befunden aus humanem Gewebe und zeigen, dass die hier verwendeten Mausmodelle für die weitere Un-
tersuchung der Rolle von Hook-Proteinen in der Alzheimerschen Erkrankung geeignet sind. Die Ergebnisse
stützen die Vermutung, dass Hook-Proteine in die Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung involviert
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sind, ohne jedoch die Rolle weiter spezifizieren zu können. Die Lokalisation von Hook1 in Dendriten und
Zellkörpern von hypothalamischen Zellen könnte durch zukünftige Forschungsergebnisse zur Funktion von
Hook1 erklärt werden.
Hook-Proteine könnten von Neuronen exprimiert werden, um sich vor τ -Polymeren und Aggregaten zu
schützen, jedoch an bereits bestehende Aggregate binden. Die Untersuchung der Rolle und des Einflusses
der Hook-Expression könnte in einem Hook-Gen-Knock-out und P301L-τ -transgenen Mausmodell weiter
untersucht werden und Erkenntnisse zur Beteiligung der Hook-Proteine und des intrazellulären Transports
an der Alzheimerschen Erkrankung liefern.
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